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| Ergobasin 


Ergocristin und Ergocristinin, 
ein neues Alkaloidpaar aus Mutterkorn. 
(Vorliufige Mitteilung). 


Von 


Arthur Stoll und Ernst Burckhardt. 


(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium ,,Sandoz‘‘ Basel). 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. September 1937.) 





Es ist seit langem bekannt und bei der Neuauffindung von 
Mutterkornalkaloiden in letzter Zeit bestatigt worden, daB dieselben 
paarweise auftreten. Die Komponenten eines Paares sind isomer 
und lassen sich reversibel ineinander iiberfiihren. Diese Kigen- 
schaft ist durch die von Jacobs!) entdeckte Lysergsaure, C,,H,,0,N,, 
bedingt, die als wesentlicher Bestandteil allen bisher aufgefundenen 
spezifischen Mutterkornalkaloiden eigen ist, und die reversibel in 
Isolysergsiure iibergehen kann. Dabei tritt eine gewaltige Anderung 
in der optischen Drehung ein. In der natiirlichen Droge begegnet 
man bei schonender Aufarbeitung weit iiberwiegend nur den 
linksdrehenden Alkaloiden, die gegeniiber den rechtsdrehenden 
Isomeren eine stiirkere physiologische Wirksamkeit aufweisen, 


| schéne und bestandige Salze zu bilden vermégen und in den 


gebriuchlichen Lésungsmitteln leichter léslich sind als die stark 
rechtsdrehenden Isomeren. Die bis vor kurzem isolierten und 
eingehend beschriebenen Alkaloidpaare sind in der chronologischen 
Reihenfolge ihrer Entdeckung die folgenden: 


Ergotinin (1875)*)—Ergotoxin (1906) *) 
_ Ergotamin (1918)*)—Ergotaminin (1918) *) 
(1935)°) [Ergometrin (1935)]*) —Ergobasinin (1935)*) [Ergometrinin (1935)]’) 
Ergosinin (1936)*)—Ergosin (1936) °) 


) W. A. Jacobs u. L. C. Craig, J. of Biol. Chem. 104, 547 (1934). 

*) Ch. Tanret, C. r. Acad. Sci. $1, 896 (1875); 86, 888 (1878). 

*) G. Barger u. F. H. Carr, J. chem. Soc. 91, 337 (1907); F. Kraft, 
Arch. Pharmaz. 244, 886 (1906). 

*) A. Stoll: vgl. Literaturzusammenstellung: Wien. klin. Wschr. 49, 
1913 u. 1552 (1936) und Bull. Sci. pharmacol. 43, 465 (1936). 

*) A. Stoll u. E. Burckhardt, C. r. Acad. Sci. 200, 1680 (1935) und 
Ball. Sei. pharmacol. 42, 257 (1935). 

*) H. W. Dudley u. C. Moir, Brit. med. J. 1935, 520; M.S. Kharasch 


)u RK. R. Legault, Science 81, 388 u. 614 (1935); M. R. Thompson, 


Science 81, 686 (1935); M. S. Kharasch, H. King, A. Stoll u. M. R. 
'hompson, Schweiz. med. Wschr. 66, 261 (1936); vgl. A. Stoll u. E. Burck- 
hardt, Ebenda S. 353. 

’) §. Smith u. G. M. Timmis, J. chem. Soc. 1936, 1166. 

‘) 8S. Smith u. G. M. Timmis, J. chem. Soc. 1937, 396. 
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2 Arthur Stoll und Ernst Burckhardt, 


Zu diesen Alkaloiden gesellte sich nun ein weiteres Alkaloid. 
paar, das anscheinend dieselbe Bruttozusammensetzung besitzt 
wie Ergotoxin und Ergotinin, und das im folgenden zum erstenma] 
kurz beschrieben wird’). Wir haben zuerst die linksdrehende, 
salzbildende und physiologisch hochaktive Form isoliert und sie 
wegen ihrer guten Krystallisierbarkeit, sowohl als Base wie in Form 
ihrer Salze, mit ,.Ergocristin“ bezeichnet. Das daraus her. 
gestellte rechtsdrehende, weniger aktive Isomere, das keine be. 
stindigen Salze bildet und in Ergocristin zuriickverwandelt werden 
kann, bezeichnen wir mit ,,Ergocristinin“. Die folgende Tabelle 
ordnet die bisher bekannt gewordenen Mutterkornalkaloide paar- 
welse nach absteigendem Kohlenstofigehalt. 


Tabelle 
Einheitliche Mutterkornalkaloide. 











[a], in Chloroform Bruttoforme! 
a a i eee a — 197° . ' 
ND i el ke a ee + 365° C3sH5903N, 
Ergocristin . Pte a: el — 186° , ON 
Ergocristinin ........ +. + 365° CssHs05N, 
Ergotamin sey — 155° 7s 
“ae pri qos O,N; 
Ergotaminin ......... + 385° C33H5505N; 
ae ee — 161° | . , 
es 37 O5N 
Ergosimin. ...-..+.++.- + 420° [ CsoHs70;N, 
Pe ee — 44° 
(Ergometrin) H..O.N. 
Ergobasinin. ......+6:-. + 414° CigHas02Ns 
(Ergometrinin) 


Es ist eine EKigenart der Mutterkornalkaloide, besonders der 
linksdrehenden, Krystallésungsmittel mehr oder weniger hartniickig 
zu binden. Das Ergotamin krystallisiert z. B. aus wenig Wasser 
enthaltendem Aceton mit 2 Mol. Aceton und 2 Mol. Wasser. 
Das Ergotoxin gibt 1 Molekiil Wasser nur im Hochvakuum 
der Wirme ab, weshalb es friiher ohne die Anwendung schirister 
Trocknung als Hydrat des Ergotinins aufgefaBt wurde. Das 
Ergocristin vermag Aceton so hartnackig zu binden, dali es nu! 
bei Temperaturen tiber 100° im Hochvakuum gelingt, dieses 
Krystallésungsmittel, das die analytische Untersuchung lange e!- 
schwerte, auszutreiben. 


1) Erste Erwihnung im Vortrag von A. Stoll, gehalten an (er 
Tagung der Fédération Internationale Pharmaceutique in Kopenhagen 4 
26. August 1937, Bull. Féd. Int. Pharm., im Druck. 
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Ergocristin und Ergocristinin, ein neues Alkaloidpaar aus Mutterkorn. 3 

Die Neigung zur Bildung von Molekiilverbindungen AauBert 
sich auch innerhalb der Mutterkornalkaloide selbst; die links- 
jrehenden bilden mit rechtsdrehenden mehr oder weniger bestiindige 
Doppelverbindungen. Das zuerst untersuchte Beispiel dieser Art 
ist die Verbindung von Ergotamin und Ergotaminin, die unter 
jem Namen ,Sensibamin“}) zuerst als einheitliches neues 
Alkaloid aufgefaBt wurde. Mit der chromatographischen Adsorptions- 
methode*) oder mit geeigneten Lésungsmitteln, in denen die eine 
Komponente, in der Regel die rechtsdrehende, schwer léslich sein 


'mub, gelingt die Aufteilung der Molekiilverbindungen in ihre 


einheitlichen Komponenten. 

Molekiilverbindungen komplizierterer und veriinderlicher Zu- 
sammensetzung von linksdrehenden Alkaloiden verschiedener Art 
nit dem rechtsdrehenden Ergosinin fallen unter den Begriff ,, Ergo- 
clavin“), das zuerst ebenfalls als neues Individuum betrachtet 
wurde. Smith und Timmis (a. a. O.) fassen Ergoclavin als 
Molekiilverbindung von Ergosinin mit Ergosin auf, wihrend wir 
selbst wie auch A. und L. Kofler‘) in Eesoclavinpriparaten neben 
Ergosinin auch Ergotaminin nachweisen konnten, das urspriinglich 
vohl als Ergotamin mit Ergosinin verbunden war. 

Bei schonendier Aufarbeitung der Alkaloide aus spanischem 
und portugiesischem Mutterkorn begegneten wir einer neuen 
Doppelverbindung des Ergosinins, die dem ,,Ergoclavin Merck“ 
uahe steht, sich aber von den bisher beschriebenen ,,zusammen- 
gesetzten* Mutterkornalkaloiden sowohl in der Elementarzusammen- 
seizung wie in der optischen Drehung deutlich unterscheidet. 
lhre linksdrehende Komponente ist das Ergocristin. 

Die Doppelverbindung Ergosinin—Ergocristin wurde aus 
\lkaloid-Mutterlaugen, aus denen das Ergotoxin auskrystallisiert 
var, gewonnen. Sie zerfallt beim Behandeln mit Methanol oder 


We 


poe 


+ 


t Siure in ihre Komponenten. Der linksdrehende Paarling, 
Was Ergocristin, liefert in letzterem Falle schén krystallisierte 


fund 0 


m 


/Salze. Der rechtsdrehende Paarling der Doppelbindung konnte 


einwandfrei als Ergosinin identifiziert werden. 
Die mit Ergotoxin und Ergotinin identische Elementar- 
disammensetzung des Ergocristins und des Ergocristinins er- 


') Chinoin A.-G. und E. Wolf, Schweiz. Pat. Nr. 160898. 
* Vgl. die Monographie von L. Zechmeister und L. von Cholnocky, 
Die chromatographisehe Adsorptionsmethode, Berlin, Springer (1937), 8. 173. 
) W. Kiissner, Mercks Jahresberichte 47, 5 (1933). 
Z. angew. Chem. 50, 620 (1937). 


i fing 





4 Arthur Stoll und Ernst Burckhardt, 


heischte einen exakten Vergleich dieser Alkaloide. Die optischep 
Drehungen und die Zersetzungspunkte der entsprechenden Kop. 
ponenten liegen nahe beieinander. Die Alkaloide unterscheidey 
sich indessen vor allem in ihrer Krystallform, in der Lislichkeit 
und in ihrer pharmakologischen Wirkung. In ihren Eigenschattey 
am nichsten verwandt und anfinglich fiir identisch gehalten sind 
Ergocristinin und Ergotinin. Der Unterschied der beiden Sub. 
stanzen tritt aber deutlich zutage beim Kochen mit 1°) iger 
alkoholischer Phosphorsiure. Das Ergocristinin liefert dabei nicht 
Ergotoxinphosphat, sondern das davon stark verschiedene Ergo. 
cristinphosphat. 


Eigenschaften und analytische Daten der neuen Alkaloide. 


1. Molekiilverbindung Ergocristin—Ergosinin. Sie krystalli. 
siert als Doppelverbindung sowohl aus Chloroform, Benzol, Athanol und 
Essigester; Methanol spaltet sie in die Komponenten. Sie lést sich in 
10 Teilen kaltem und 2 Teilen warmem Chloroform, in Benzol kalt in 
200 Teilen und siedend in 30 Teilen, in Essigester kalt in 50 Teilen und 
siedend in 15 Teilen. Das im Hochvakuum bei 76—%78° zur Konstanz ge- 
trocknete Priparat zeigte bei c = 0,92 in Chloroform: 


[aj =+ 105°; [ole 5457 =+ 186°. 


Die Doppelverbindung schmilzt unter Zersetzung bei 172—175°. Mikro- 
Dumas ergab fiir N: 12,10 (+ 0,10) °/,. 


C,5Ho0;N;-CooHy0;Ns Ber. N 12,15. 


Die Herstellung der Molekiilverbindung gelingt ohne weiteres z. B. 
durch Zusammenauflésen von 0,3 g¢ Ergosinin und 0,3 g Ergocristin in 
12 ccm warmem Essigester. Beim Abkiihlen krystallisiert die Doppel- 
verbindung aus und zeigt alle Eigenschaften der oben beschriebenen, aus 
Ergotoxin-Mutterlauge gewonnenen Molekiilverbindung. 

2. Ergocristin. Zu seiner Darstellung list man z. B. 3 g der Doppel- 
verbindung Ergocristin-Ergosinin in 30 cem 75% igem Athanol auf und 
siiuert mit alkoholischer Salzsiiure schwach an. Nach Zugabe von 6) ccm 
Ather krystallisiert das Ergocristin-Chlorhydrat in derben 6-eckigen Krystalles 
aus. Zur Herstellung der Ergocristinbase wird das Chlorhydrat in Wasser 
geldést und nach Zugabe von Bicarbonat die freie Base mit Chloroform aus 
geschiittelt. Der nach dem Verjagen des Chloroforms bei niederer Tempe 
ratur verbleibende amorphe Riickstand wird in 20 Teilen Aceton att 
genommen, worauf die Base sofort in flichenreichen, dachférmig abgeschult 
tenen Prismen auszukrystallisieren beginnt. Die Krystallisation von Ergo 
toxin aus Aceton ist erst vor kurzem gelungen, aber nur aus viel konzet- 
trierterer Lisung, z. B. 1 Teil Ergotoxin auf 5 Teile Aceton, wihrend 
Ergocristin noch aus 100 Teilen Aceton umkrystallisiert werden kann. 

Ergocristin lést sich in 100 Teilen siedendem und 200 Teilen kaltem 
Aceton, in 80 Teilen siedendem und 400 Teilen kaltem Benzol. In Chlorofor, 
Athanol und Methanol ist das neue Alkaloid wie Ergotoxin leicht lislic) 
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Ergocristin und Ergocristinin, ein neues Alkaloidpaar aus Mutterkorn. 5 


hen Aus Aceton umkrystallisierte Ergocristinpriparate zeigen nach dem Trocknen 
ym im Hochvakuum bei 58° bald Gewichtskonstanz. Das Alkaloid hilt dabei 
den 1 Mol. Aceton so hartnickig zuriick, daB die Analyse des scheinbar lésungs- 
<eit mittelfreien Alkaloids zu niedrige Stickstoffwerte lieferte. Erst Trocknen 


im Hochvakuum tiber 100° vertrieb das Aceton vollstiindig. Die Stickstoff- 


- '-werte der so getrockneten Substanz stimmten nun iiberein mit denen des 
ind Ergocristinins und standen im Einklang mit denen der Salze. Das bei 58° 
ub- im Hochvakuum getrocknete (acetonhaltige) Priparat zeigt fiir ¢ = 0,5 in 
ger J Chloroform: 
cht [a] =— 174°: Ca = — 206°. 
al Das bei 100—103° zur Gewichtskonstanz getrocknete acetonfreie Ergo- 
cristin ergab: [a /20 = — 183° (¢ = 0,529 in Chloroform). Ergocristin schmilzt 
bei 155—157° unter Zersetzung. 
Elementaranalyse des bei 58° getrockneten Priiparates: 
alli- C,3H,,0;N, + 1 Mol. Aceton Ber. C 68,32 H 6,79 N 10,50 
ail Gef. ,, 68,47 , 6,72 , 10,50. 
. in Elementaranalyse des im Hochvakuum bei 127° zur Gewichts- 
tin konstanz getrockneten Priparates: 
und C,,H90N;, Ber. C 68,93 H 6,45 N 11,50 
cc . Gef. ,, 68,62 ,, 6,87 ,, 11,39. 


Von den bisher hergestellten Salzen (Chlorhydrat, Phosphat, Tartrat) 
| des Ergocristins sei hier nur tiber das Chlorhydrat kurz berichtet: 
kro- 0,5 g Base werden in 10 cem 75°/,igem Athanol gelist, mit Salzsiure 
schwach angesiuert und mit 50 ccm Ather versetzt. Das ausgefiillte Chlor- 
hydrat wird in 20 Teilen 75°/,igem Alkohol gelést und mit 20 Teilen Ather 
| in kleinen Portionen versetzt, wobei sich das Salz in schénen, an den Enden 
z. B. dachartig abgeschriigten, linglichen Tafeln abscheidet. Das Chlorhydrat 


1 In des Ergocristins ist leicht léslich in Alkohol, schwer und mit schwach saurer 
opel: ® Reaktion dagegen in Wasser. Ein bei 56° im Hochvakuum zur Gewichts- 
aus i konstanz getrocknetes Priparat zeigt fiir ¢ = 0,203 in absolutem Alkohol: 


20 x 520 a 
[aly = + 105,7°; [oleyg, = + 126,5° 


ypel- 

Elementaranalyse: 

ry 

ait Gef. ,, 65,05 ,, 6,36 ,, 10,82. 

aus Halogentitration nach Volhard: Aquivalentgewicht 645, ber. fiir 
mpe- C;sH,,O;N;-HCl 638. 

aut: 

hnit: _ 3. Ergocristinin. Seine Darstellung aus dem Ergocristin gelingt 
hal in analoger Weise wie diejenige des Ergotaminins aus Ergotamin. 2g 
ze Ergocristin werden 6 Stunden in 50 cem Methanol riickflieBend gekocht; 
ail beim Erkalten der Lésung krystallisiert das Ergocristinin in Nadeln aus. 


Es lift sich aus 100—150 Teile siedendem Methanol oder 8 Teile kochendem 
jtem (Me "Ssigester umkrystallisieren. Aus Essigester wird es in langen Prismen, 
‘orm, Me “en Enden nicht parallel schrig abgeschnitten sind, erhalten. Die Her- 
lich. stellung krystallisierter Salze des Ergocristinins ist bis jetzt nicht gelungen. 

Es schmilzt unter Zersetzung bei 214°. Die lufttrockne Substanz zeigt 





6 A. Stoll und E. Burckhardt, Ergocristin und Ergocristinin ysy 


beim Trocknen im Hochvakuum keinen nennenswerten Gewichtsyerlys. 


Optische Drehung fiir ¢ = 0,675 in Chloroform: 
[ay = + 366°; [a]et,, = + 460°. 
Elementaranalyse: 


C,;H,,0;N; Ber. C 68,93 H 6,45 N 11,50 
Gef. ,, 69,19 ,, 6,46 ,, 11,34. 


4, Riickverwandlung von Ergocristininin Ergocristin. Dies 
Reaktion zeigt den Unterschied des neuen Alkaloidpaares gegeniiber Ergo. 


toxin-Ergotinin am deutlichsten. 0,4 g Ergocristinin werden in 5 ¢¢ 
1°/,iger alkoholischer Phosphorsiiure am RiickfluB gekocht. Schon nae) 
10 Minuten setzt die Krystallisation des Ergocristinphosphats ein, und bein 
Erkalten erstarrt die Lésung zu einem dicken Krystallbrei. Durch Un. 
krystallisieren aus Alkohol werden die schénen, 6-eckigen Platten des Ergo 
cristinphosphats erhalten. Das Umwandlungsprodukt des Ergotinins, da; 
Ergotoxinphosphat, krystallisiert unter den gleichen Bedingungen erst be: 
liingerem Stehen der Lisung in zu kugeligen Aggregaten vercinigten feiney 
Nadeln aus. Die aus dem so gewonnenen Ergocristinphosphat erhaltene 
Base zeigt nach der Krystallisation aus Aceton die charakteristischen vie. 
flichigen und dachférmig abgeschnittenen gliinzenden Prismen der Ergo- 
cristinbase. 

Nach den neuesten Untersuchungen vor allem von Jaco); 
und Craig!) und von Smith und Timmis (a. a. 0.) setzen sich 
die Mutterkornalkaloide im wesentlichen aus Aminosiuren, die 
polypeptidartig miteinander verbunden sind, zusammen. Di 
charakteristische Spaltstiick, die Lysergsiiure, die auch den Indo 
rest triigt, ist, wie bemerkt, allen Mutterkornalkaloiden eigen. In 
Ergotoxin—Ergotinin konnte Jacobs nach energischer Hydrolyse 
noch Isobutyrylameisensiure, 1-Phenylalanin, d-Prolin und Amno- 
niak nachweisen. Ergotamin—Ergotaminin enthalten an Stelle 
der Isobutyryl-ameisensiure die Brenztraubensiure. In Ergosin- 
Ergosinin tritt an Stelle des Phenylalanins von Ergotamin—Ergo- 
taminin das l-Leucin auf. Weitere Alkaloidpaare sind indesseu 
nicht nur durch Hinzutreten neuer Bausteine, sondern auch dur! 
verschiedene Anordnung derselben méglich. Ob sich Ergocristi- 
Ergocristinin nur darin von Ergotoxin—Ergotinin unterscheidet. 
wird die vollstiindige Hydrolyse der neuen Alkaloide zeigen. WV! 
haben vor, diese Frage experimentell zu priifen. 





1) a. a. O., ferner Science (N. Y.) 82, 16 (1935); J. of Biol. Chem. 110, 
521 (1935); J. of organic Chem. 1, 245 (1986); J. of Biol. Chem. 115, ** 


(1936). 
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Racemische Lysergsdure und ihre Auflésung 
in die optischen Antipoden. 


Zweite, vorliufige Mitteilung tiber Mutterkornalkaloide. 


Von 


Arthur Stoll und Albert Hofmann. 


(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium ,,Sandoz‘‘ Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Oktober 1937.) 


In einer vorhergehenden Mitteilung’) wurde darauf hin- 
gewiesen, daB die Lysergsiure, C,,H,,O,N,, ein wichtiger und 
charakteristischer Bestandteil aller bisher untersuchten Mutter- 
kornalkaloide ist. ‘Sie wurde von W. A. Jacobs und L. C. Craig?) 
hei der energischen alkalischen Hydrolyse von Mutterkornalkaloiden 
entdeckt und als optisch rechtsdrehende Substanz isoliert. 8. Smith 
und G. M. Timmis*) haben die Lysergsiure in eine isomere, 
stiirker rechtsdrehende Verbindung, die Isolysergsiure, iiber- 
gefiihrt. Auf diese Isomerie, die struktureller oder sterischer 
Natur ist, griindet sich das paarweise Auftreten der natiirlichen 
Mutterkornalkaloide. Den physiologisch hochaktiven Alkaloiden 
Ergotoxin, Ergocristin, Ergotamin, Ergosin und Ergobasin liegt 
die Lysergsiure zugrunde, wihrend sich die weniger wirksamen 
Isomeren von der Isolysergsiiure ableiten. 

Spaltet man Mutterkornalkaloide statt mit Alkali mit Hydrazin- 
hydrat, so gelingt es, ohne nennenswerte Verharzung die Lyserg- 
siure mit guter Ausbeute in Form ihres Hydrazids zu fassen. 
Dieses scheidet sich beim Kochen der Alkaloide mit Hydrazin- 
hydrat als schwer lésliche und optisch inaktive Verbindung von 
der Formel C,,H,,ON, ab. Im Gegensatz zu der Hydrolyse mit 
kochender Kalilauge bewirkt demnach die Aufspaltung mit Hydrazin- 
hydrat unerwarteterweise Racemisierung des Lysergsiurerestes, 
wie die weiter unten beschriebene Auflésung in optische Antipoden 
beweist. Gleichzeitig mit der Racemisierung erfolgt Isomerisierung, 
so daB dem so gewonnenen Hydrazid die rac. Isolysergsiure 
zugrunde liegt. Das rac. Isolysergsiure-hydrazid krystallisiert 
z. B. aus 300 Teilen heiBem Alkohol in durchsichtigen, sechs- 


') A. Stoll u. E. Burckhardt, Diese Z. 250, 1 (1937). 
*) J. of Biol. Chem. 104, 547 (1984). 3) J. chem. Soc. 1936, 1440. 
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seitig begrenzten Platten, die bei 240° unscharf und unter Zer. 
setzung schmelzen. Die Verbindung gibt mit unvermindertey 
Schénheit die bekannten Farbreaktionen der Mutterkornalkaloide. 


Elementaranalyse: 


C,H;sON, Ber. C 68,04 H6,43 N 19,86 
Gef. ,, 68,00 ,, 680 ,, 19,24. 


Mit der Untersuchung der Spaltstiicke, die neben dem rag, 
Isolysergsiure-hydrazid bei der Hydrolyse mit Hydrazin aus dem 
basischen Teil der Alkaloide entstehen, und die vielleicht in die 
Art der Verkniipfung der verschiedenen Bausteine!) weiteren Hin- 
blick gewihren, sind wir noch beschiftigt. 

Das rac. Isolysergsiure-hydrazid diente uns als Ausgangs. 
material zunachst fiir die Darstellung der bisher noch unbekannten 
linksdrehenden Lysergsiure, und wie spiter berichtet werden soll, 
fiir die Partialsynthese von Lysergsiure-amiden vom T'ypus der 
Mutterkornalkaloide. 

Das rac. Isolysergsiure-hydrazid unterliegt mit starker Kali- 
lauge nicht nur der Verseifung, sondern zugleich der Riickisomer- 
sierung zu rac. Lysergsiure. Dieselbe ist in Wasser noch 
schwerer léslich als die rechtsdrehende Saure von Jacobs und 
krystallisiert aus waiBriger Lésung in rechteckigen, hauchdiinnen 
Blattchen von der Zusammensetzung C,,H,,O,N,-H,O, die bei 
240—250° unter Zers. schmelzen. 

Elementaranalyse: Die Verbindung verliert im Hochvakuum bei 
80° das Krystallwasser. 

C,.H,,0,.N, Ber. C 71,60 H6,02 N 10,45 
Gef. ,, 71,72 ,, 6,01  ,, 10,59. 

Kine optisch inaktive Lysergsiiure mit gleichen Eigenschatten 
wurde bereits von S.Smith und G. M. Timmis’) durch 4 stiindiges 
Erhitzen von rechtsdrehender Lysergsiure mit Bariumhydroxy( 
auf 150° erhalten; doch war es den Autoren nicht méglich, ib 
Reaktionsprodukt als rac. Lysergsiure zu kennzeichnen. 

Wihrend sich das rac. Isolysergsiiure-hydrazid nur mit starker 
Kalilange verseifen laBt, wird das rac. Isolysergsaure-azi(, 
in welches sich das Hydrazid auf die iibliche Weise mit salpetriget 
Saure iiberfiihren lat, schon unter sehr gelinden Bedingunge?, 


namlich beim Stehenlassen in wafriger Natriumbicarbonatlisuny 


bei Raumtemperatur hydrolysiert. Dabei wird die dem Hydrazid, bzw. 
Azid zugrunde liegende rac. Isolysergsaure, C,,H,,0,N,°H,0. 
erhalten. Sie krystallisiert aus Wasser in langlichen, rhombet- 
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férmigen diinnen Blattchen, die ebenfalls bei 240—245° unter 
Jers. schmelzen. 

Die Auflésung des rac. Isolysergsiiurehydrazids, der rac. 
Lysergsiure oder der rac. Isolysergsiure in ihre optisch aktiven 
Komponenten begegnet Schwierigkeiten, weil diese Verbindungen 
schlechte Salzbildner sind. Von Erfolg begleitet waren indessen 
Spaltungsversuche mit si&ureamidartigen Derivaten, die aus 
rac. Isolysergsiiure-hydrazid tiber das Azid durch Verkniipfung 


| mit optisch aktiven Basen hergestellt worden waren. Das rac. Iso- 


lysergsiure-azid kondensiert sich beispielsweise mit 1-Nore- 
phedrin zum Saéureamid, C,,H,,O,N,, das schon beim Auflésen 
in wenig Alkohol und Verdiinnen mit Ather in 2 optisch isomere 
Verbindungen zerfillt. Die eine krystallisiert als schwer lésliche 
Ather-Additionsverbindung in dicken, flachig zugespitzten Prismen 
aus, wihrend die andere in Lésung bleibt. 


Das krystallisierte Norephedrid schmilzt unter Zersetzung bei 125 bis 
130° und zeigt fiir [#]2° = — 267° (c = 0,845 in Aceton). 

Elementaranalyse der Ather-Additionsverbindung: 

C.;H,,0,N,-(C,H;),0 Ber. C 13,21 H 17,84 N 8,84 

Gef. ,, 78,25 ,, 8,05 ,, 8,86. 

Das aus der Mutterlauge bisher nur amorph erhaltene Isomere 
schmilzt etwas tiefer und weist einen Drehwert von [a]?° = + 296° (¢ = 0,233 
in Aceton) auf. 


Elementaranalyse: 
C,,H,,0,N; Ber. C 74,77 H6,78 N 10,47 
Gef. ,, 74,53 , 7,07  ,, 10,70. 


Die energische alkalische Hydrolyse der rechtsdrehenden 
Verbindung lieferte eine Lysergsiure mit [@]?° =-+ 40° (¢ =0,25 
in Pyridin), die auch in den iibrigen Eigenschaften mit der von 
Jacobs aus natiirlichen Mutterkornalkaloiden gewonnenen Lyserg- 
siure iibereinstimmte und die wir nun mit d-Lysergsaure be- 
zeichnen wollen. Das linksdrehende krystallisierte Norephedrid 
lieferte bei der Spaltung mit starker Kalilauge eine Saure, die 
fiir [a]?° = — 40° (c = 0,25 in Pyridin) aufwies, in ihren tibrigen 
Kigenschaften indessen mit der d-Lysergsiure iibereinstimmte. 
Sie ist der optische Antipode der Lysergsiure von Jacobs und 
mit l-Lysergsiure zu bezeichnen. Die neue Verbindung 
schmilzt wie d-Lysergsiure unter Zersetzung bei 235—240° und 
krystallisiert aus Wasser in regelmaBig bis langlich sechseckigen 
Blittchen, die 1 Mol. Krystallwasser enthalten. 


Elementaranalyse: Die Substanz verliert ihr Krystallwasser im 
Hochvakuum bei 80°. 











10 Stoll u. Hofmann, Rac. Lysergsiiure und ihre Auflésung usy,. 


CieHieOeNs Ber. C 71,60 H 6,02 N 10,45 
Gef. ,, 71,52 »» 6,04 » 10,54. 


Werden gleiche Gewichtsteile d- und l-Lysergsiure in de 
400-fachen Menge heiBen Wassers gelést, so krystallisiert beiy 
Erkalten die weiter oben beschriebene rac. Lysergsiiure in dey 


typischen rechteckigen Blittchen aus. 


Die hohen spezifischen Drehungen der beiden Norephedride 
die sich wie natiirliche hochdrehende Mutterkornalkaloide, 7. RB. 


Ergotaminin oder Ergotinin, mit alkoholischer Phosphorsiiure jy 
Isomere mit niedrigerem spezifischen Drehvermégen umlagery 
lassen, kennzeichnen diese Verbindungen als Derivate der d- }yzy, 
1-Isolysergsiiure*®). Sie sind deshalb als d- bzw. l-Isolyserg. 
siure-l-norephedride zu bezeichnen. Da erfahrungsgemiif 
unter den Bedingungen, unter denen sich der Aufbau aus den 
Hydrazid tiber das Azid vollzieht, keine Isomerisierung erfolgt, 
miissen auch das Hydrazid und das Azid der Isolysergsiiure- 
Reihe angehéren, woraus sich fiir das charakteristische Abbau- 
produkt der Mutterkornalkaloide mit Hydrazin die oben ein- 
gefiihrte Bezeichnung .,rac. Isolysergsiiure-hydrazid“ rechtfertigt. 

Das Auftreten von nur zwei optischen Isomeren bei der 
Spaltung von rac. Lysergsiure beweist, daB im Lysergsiiure. 
molekiil nur ein Asymmetriezentrum vorhanden ist, wie Jacobs‘ 
in seiner zuletzt fiir die Lysergsiiure vorgeschlagenen Struktw- 
formel angenommen hat. 

Wie eingangs bemerkt, leiten sich die natiirlichen Mutter- 
kornalkaloide von der d-Lysergsiure ab und bilden durch ibr 
paarweises Auftreten zwei Reihen, von denen die eine (Krgotoxin, 
Ergocristin, Ergotamin, Ergosin und Ergobasin) sich yon der 
d-Lysergsiure selbst, die andere (Ergotinin, Ergocristinin, Ergo- 
taminin, Ergosinin und Ergobasinin) von der Isolysergsiure ableitet. 
Durch die Darstellung der 1-Lysergsiiure sind zwei weitere Reihen 
von Mutterkornalkaloiden, die sich von dieser Saure ableiten, zu- 
ginglich geworden. Die optischen Antipoden des natiirlichen 
Ergobasins bzw. Ergobasinins sind, wie diese selbst®), bereits 
hergestellt®), woriiber wir noch ausfiihrlicher berichten werden. 





*) J. of Biol. Chem. 115, 227 (1936). 

5) A. Stoll, Wien. klin. Wschr. 49, 1513 u. 1552 (1986) u. Miinch. 
Med. Wschr. 1937, 322. 

6) A. Stoll, Vortrag, gehalten an der Tagung der Fédération Int. 
Pharmaceutique in Kopenhagen, 26. August 1937; Bull. Féd. Int. Pharm., 
im Druck. 
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Uber das Cumo-tokopherol, 

einen neuen Faktor der Vitamin E-Gruppe. 
Von 

Walter John. 


Mit 7 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium in Gdttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1937.) 


Vor etwa einem Jahre berichteten H. M. Evans, O. H. Emer- 
son und G. A. Emerson?) iiber die isolierung von 2 Alkoholen 
mit den biologischen Eigenschaften des Antisterilititsvitamins Ei 
aus Weizenkeimlingsélen. Die beiden Stofie erhielten die Namen 
g- und f-Tokopherol. Das a@-Tokopherol wurde als amorphes 
Allophanat vom Schmelzp. 158—160° erhalten. Im biologischen 
Test an der Ratte ist es mit etwa 3 mg wirksam. Es hat die 
empirische Formel C,,H,,0O,. Das §-Tokopherol wurde als gut 
krystallisiertes Allophanat vom Schmelzp. 138° erhalten. Es zeigt 
in seinen Kigenschaften grofe Ahnlichkeit mit dem @-Tokopherol 
und scheint diesem isomer zu sein. Seine biologische Wirksam- 
keit ist geringer. 

Die von Evans angegebenen Summenformeln der Tokopherole 
erinnern an die Formeln von Sterinen; das Sitosterin C,,H,,O 
z. B., das zusammen mit den Tokopherolen im Unverseifbaren 
der Weizenkeimile reichlich vorkommt, unterscheidet sich in seiner 
Zusammensetzung von diesen nur durch den Mindergehalt von 
1 Atom Sauerstoff. Es lag daher die Vermutung nicht fern, dai 
die Faktoren der Vitamin E-Gruppe in die Klasse der Sterine 
einzubeziehen wiiren. Diese vorliufige Hypothese, die sich indessen 
als unrichtig erwiesen hat, veranlaBte uns im Gdéttinger Labora- 
torlum in einem kleinen Arbeitskreis, dem bis vor kurzem auch 
Fri. Dr. M. Miller und Herr Dr, W. Thiele angehérten, die 
Untersuchung der Antisterilititsfaktoren in unser Arbeitsgebiet 
aufzunehmen. 

Wir haben uns zunichst bemiiht, aus Weizenkeimlingsélen 
Stoffe mit der Wirksamkeit des Vitamins K zu isolieren. Unser 
Arbeitsverfahren schlieBt sich eng an die von Evans sowie von 
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Drummond?) gegebenen Vorschriften an. Wir haben das Up. 
verseifbare der Weizenkeimlingséle von Sterinen befreit, durch 
Adsorption an Aluminiumoxyd in Fraktionen eingeteilt und diese 
mit Cyansaure in die Allophanate ibergefiihrt. Dann haben wir 
die Allophanate direkt oder nach weiterer chromatographischer 
Aufteilung aus den methanolischen Lisungen isoliert. Dabei zeigte 
sich, dab unsere Weizenkeimdle trotz guter Wirksamkeit im Ratten- 
test nur sehr wenig «-Tokopheryl-allophanat abzutrennen gestatteten, 
dagegen gelang es uns, in besseren Ausbeuten einen neuen Stoff 
mit den Eigenschaften eines Antisterilititsfaktors als gut krystalli- 
sierendes Allophanat zu isolieren. Das neue Allophanat schmilzt 
scharf bei 146°. Wir hielten zunichst eine Identitit unseres 
Allophanates mit dem §-Tokopheryl-allophanat nicht fiir aus. 
geschlossen, da es hiaufig zunichst bei 138—140° schmolz und 
ein weiteres Ansteigen des Schmelzpunktes nur durch mehrfaches 
Umkrystallisieren zu erreichen war. Die von Evans fir das 
6-Tokopheryl-allophanat in der eben erwihnten Arbeit angegebenen 


Eigenschaften treffen auBer dem Unterschied der Schmelzpunkte 


alle auch fiir das neue Allophanat zu. Es ist etwas schwerer 
léslich als das «-Tokopheryl-allophanat, obwohl es sich spiiter 
als dieses aus den methylalkoholischen Lisungen abscheidet. Das 
U.-V.-Absorptionsspektrum ist ahnlich, und seine Wirksamkeit ist 
geringer als die des «-T'okopherols. Diese wenigen bisher bekannten 
Angaben itiber das £-Tokopherol geniigen nicht, unseren Stoff als 
einen mit Sicherheit verschiedenen neuen Faktor der Vitamin E- 
Gruppe erkennen zu lassen. Indessen machen Olcott und Emer- 
son*) in einer -kirzlich erschienenen Arbeit Angaben, die einen 
Unterschied als sicher erscheinen lassen. Sie erwihnen ein neues 
Allophanat vom Schmelzp. 185—135,5°. 

Wenn es gelingt, zwei in ihrem Schmelzpunkt so 4hnliche 
Allophanate, wie das #-Tokopheryl-allophanat vom Schmelzp. 138° 
und das y-Tokopheryl-allophanat vom Schmelzp. 135,5° zu unter- 
scheiden, so diirfte es sehr wahrscheinlich sein, daB ein Allo- 
phanat vom Schmelzp. 146° von beiden Allophanaten verschieden 
ist. Kin weiterer Unterschied ist die noch etwas geringere Akti- 
vitat unseres Stoffes im Rattentest gegeniiber den von Evans 
fiir §- und y-Tokopherol angegebenen Werten, was allerdings noch 
weiterer Nachpriifungen durch die biologische Untersuchung bedart. 
Nach unseren Erfahrungen diirfte die Zahl der bisher beschrie- 
benen Tokopheryl-allophanate voraussichtlich noch durch weitere 
Vertreter vergréBert werden. Wir haben noch verschiedene Allo- 
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phanate in Hinden, die zu charakterisieren uns bei den geringen 
aus zur Verfiigung stehenden Mengen bisher nicht gelungen ist, 


| da sie zum Teil amorph und auBerordentlich schwierig voneinander 


gu unterscheiden sind, f- und y-Tokopheryl-allophanat, das sicher 
als solches zu erkennen ist, haben wir bisher nicht in Hinden 
gehabt. Wir schlieBen daraus und haben diese Erfahrung auch 
bei verschiedenen Aufarbeitungen bestiitigt gefunden, daB der 
Gehalt der Weizenkeiméle an den verschiedenen ‘Tokopherolen 
sehr schwankt, je nach Jahrgang und Herkunft der “Ole. 

Das Allophanat 146° ist von mir in einer Reihe von Ver- 
suchen untersucht worden, deren Ergebnisse mich dazu berechtigen, 
in ihm einen neuen charakteristischen Vertreter der Vitamin K- 
Gruppe zu sehen. Als wichtigstes Ergebnis stellte sich heraus, 
daB der neue Stoff ein Derivat des Pseudokumolhydrochinons 
darstellt und nicht des Durohydrochinons wie das a-Tokopherol*). 
Ich méchte ihn deshalb als Cumo-tokopherol bezeichnen, um gleich- 
zeitig seinen bedeutsamen Unterschied und seine doch grofe Ver- 
wandtschaft zum «@-Tokopherol zum Ausdruck zu bringen. Ks ist 
anzunehmen, daf das Cumo-tokopherol mit groBer Wahrschein- 
lichkeit kein Isomeres des «-Tokopherols ist, wie es von f- und 
y-Tokopherol bisher angenommen wird, sondern, daB es das nichst- 


 niedrigere Homologe des «-Tokopherols ist und die Formel C,,H,,O, 


besitzt. Die Griinde fiir diese Annahme gehen aus den folgenden 
Untersuchungen hervor. 

Ich habe den neuen Stoff eingehend untersucht, da er mir 
als einziger Faktor der E-Vitamine in einiger Menge zur Ver- 
fiigung stand. Ich hoffte aus seiner groBen Ahnlichkeit mit den 
anderen Faktoren der Vitamin E-Gruppe allgemeinen AufschluB 
iiber den Bau dieser wichtigen Naturstoffe zu erhalten. 

Das Cumo-tokopheryl-allophanat scheidet sich aus den methyl- 
alkoholischen Mutterlaugen des «-Tokopheryl-allophanates nach 
lingerem Stehen, haufig erst nach mehrwéchentlichem Stehen im 
Kisschrank aus. Es erscheint selten direkt krystallisiert, sondern 
bildet zunachst meist kleine Kiigelchen, die durch besondere Hirte 
sich von den gleichzeitig ausgefallenen Allophanaten unterscheiden. 
Seine Abtrennung gelingt am besten durch Auflésen in heifem 
Methanol, in dem das Cumo-tokopheryl-allophanat sehr langsam 
in Lisung geht, die begleitenden Allophanate dagegen sehr viel 
schneller. Die weitere Reinigung geschieht durch hiufiges Um- 
krystallisieren aus Methanol, aus dem es schlieBlich bei langsamem 
Abkithlen in feinen Nadeln erscheint, die meist ficherartig 
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zusammengelagert sind. Der Schmelzpunkt des Allophanates steigt 
dabei bis 146 héchstens 147° Es ist ziemlich leicht léslich jy 
Ather, von kaltem Aceton wird es bemerkenswert langsam anf. 
gelést, in kaltem Petrolather ist es ziemlich schwer léslich. Weitere 
Fraktionierungsversuche durch Liésungsmittel oder Adsorptionen 
indern seine Kigenschaften nicht mehr. In den Mutterlaugen des 
Cumo-tokopheryl-allophanates bleiben Allophanate, die zwischey 
70 und 90° schmelzen. Sie scheiden sich beim weiteren Hinengep 
und Stehenlassen in der Kilte in amorphem Zustande aus. J, 
sie weder Wirksamkeit noch ein Absorptionsspektrum zeigen, 
haben wir diese Stoffe nicht weiter untersucht. Hiufig enthielten 
unsere Ole sehr groBe Mengen dieses niedrig schmelzenden Allo- 
phanatgemisches bis zur 100 fachen Menge der Tokophery]-allo- 
phanate. Dann scheidet sich das Cumo-tokopheryl-allophanat nicht 
direkt aus den methylalkoholischen Lisungen aus, sondern wird 
von den niedrig schmelzenden Allophanaten in Lésung gehalten, 
Ich habe dann das ganze Gemisch der niedrig schmelzenden Allo- 
phanate zur Abscheidung gebracht, durch Umlésen aus Methanol 
von den anhaftenden gelbroten Olen befreit, aus Benzin an Alv- 
miniumoxyd chromatographiert und mit sehr groBen Mengen 
Benzin nachgewaschen. Zuniichst erscheint im Filtrat meist in 
geringen Mengen ein gut krystallisierter Kohlenwasserstoff, der, 
aus Aceton umkrystallisiert, den Schmelzp. 63° zeigt und wahr- 
scheinlich die Formel C,,H,, besitzt. Er ist an anderen Stellen 
unserer Aufarbeitung in gréBeren Mengen regelmiBig anzutrefien. 
Das Cumo-tokopheryl-allophanat wird am_ stirksten adsorbiert 
und in den oberen Schichten angereichert. Nach der Elution mit 
Ather—Methanol erscheint dann das Cumo-tokopheryl-allophanat 
beim Umkrystallisieren des Allophanatgemisches nach lingerem 
Stehen wieder in Form der charakteristischen Kigelchen, die wie 
oben beschrieben abgetrennt und gereinigt werden. 

Analyse des Cumo-tokopheryl-allophanates: 

2,333 mg Subst.: 6,140 mg CO,, 2,080 mg H,O. — 3,504 mg Subst.: 
0,172 com N (26°, 756 mm). — 4,653 mg Subst.: 12,225 mg CO,, 4,240 mg 
H,O. — 3,249 mg Subst.: 0,174 cem N (22,5°, 750 mm). 


C,,H;,0,N, Ber. C 72,04 H 10,15 N 5,42 
C3,H;,O.Ne ” ”? 71,66 ” 9,95 ” 5,07 
Gef. ,, 71,78, 71,65 » 9,91, 10,12 », 5,57, 6,10. 


Nach den Analysenergebnissen ist die eindeutige Zuordnung 
einer der beiden Formeln nicht mit voilstiindiger Sicherheit 2u 
entscheiden, da die Unterschiede der Einzelwerte sehr gering 











L18f 
a In 
aut. 
tere 
nen 

., 
Ges 
hen 
gen 





'Form feiner Niadelchen vom Schmelzp. 64°. 
W. Thiele dargestellt worden. Die Analysenergebnisse bestitigen 
die von Evans fiir ¢-Tokopherol angenommene Formel C,,H,,0,. 
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jnd. Die gefundenen Werte liegen niiher den fiir die Formel 
(,H,,O,N, geforderten Werten. Ich nehme diese Formel vor- 


30 - age 
iufig an, bis sich auf Grund weiterer Ergebnisse eine sichere 


Qntscheidung treffen lift. Die Formel des Cumo-tokopherols 
selbst ist dann als C,.H,.O, anzunehmen. 

Die optische Drehung ist sehr gering. 41,6 mg Allophanat, 
aceon HCCI. 


on % fad — > 70 
a=+0,14°; [aj =+ 6,7". 


Die Ultraviolettabsorption zeigt ein Maximum bei etwa 280 mu 
mit einer Héhe von E = 1,96 mm™! bei 0,2°/, in Ather. 

Andere Ester des Cumo-tokopherols krystallisiert zu erhalten 
ist bisher nicht gelungen. Ich bemihte mich insbesondere ein 
Paranitrobenzoat zu erhalten, um es mit dem Paranitrobenzoesiiure- 
ester des ¢-Tokopherols vergleichen zu kénnen. Letzteres ist leicht 
muginglich und krystallisiert ausgezeichnet aus absolutem Alkohol in 
Er ist zuerst von 




















Ratte Nr. Dosis Resultat 
a pe zeigen als Kontrolltiere 
a9 a normale Resorption 
8 3 mg a-Tokopherol Resorption 
17 desgl. 6 Junge zu 5¢ 
18 desgl. 7 .~ » oe 
34 desgl. 4 » 99 2 
36 desgl. 2 0 yy hl AE 
46 2 mg a-Tokopherol Resorption 
53 desgl. 4 Junge zu 4,5 g 
71 desgl. Resorption 
72 desgl. 7 Junge tot 
42 3 mg Cumo-tokopherol Resorption 
43 desgl. 1 Junges tot 
44 desg]. Resorption 
33 8 mg Cumo-tokopherol 8 Junge zu 5¢ 
87 desgl. 2 ». 408 
9 desgl. Resorption 
48 10 mg Cumo-tokopherol 3 Junge zu 4g 
61 desgl. Resorption 
67 desgl. 2 Junge 
ol 16 mg Cumo-tokopherol 1 Junges 
35 desgl. 2 Junge zu 5¢ 
56 desgl. Fehlgeburt 
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Das freie Cumo-tokopherol lift sich wie das «-Tokophenjiber 
nur als Ol erhalten. In einigen vorliufigen Versuchen habe iiMes I 
die Wirksamkeit des Cumo-tokopherols als Antisterilititsfakigiihei u 


im Rattentest festgestellt. Unsere biologischen Versuche sind » 
meinsam mit Frl. v. Guenther nach den Angaben von Evang 
und Mitarbeiter durchgefiihrt worden. Wir stellten auch unserefim 
seits eine Wirksamkeit des «-J'okopherols in Dosen von 2—3 y 
fest, wenn es am Tage des Belegens in 1 maliger Dosis an ‘Tey 
verabreicht wird, die mindestens 1 mal eine normale Resorptigi 
als Folge einer E-freien Diit gezeigt haben. | 
Die Tabelle §.15 zeigt eine Ubersicht tiber unsere Versucj 
mit verschiedenen Dosen Cumo-tokopherol im Vergleich zu einige 
Versuchen mit e«-Tokopherol und einigen Kontrolltieren, die key 
Vitamin E erhalten haben. Die geringe Zahl unserer Tierversucl 
reicht natiirlich nicht aus, um eine endgiiltige biologische Charaktenii 
sierung des Cumo-tokopherols zu gewihrleisten, sie dienten ledi 
lich der ungefahren Ermittlung der wirksamen Dosis. Es ist @ 
sichtlich, daB bei 8 mg deutliche Vitamin EK-Wirksamkeit vorhanda 
ist. Vereinzelte Resorptionen treten immer auf bei Tier 
schwiicherer Konstitution, selbst bei Versuchen mit «-Tokophen 
Immerhin ist die Zahl der Resorptionen in unseren Beispiele 
relativ groB. Besonders charakteristisch fiir die Wirkungsweis 
des Cumo-tokopherol ist, daf die Jungen in fast allen Fallen vu 
den Muttertieren nicht gesiugt werden und daher bald zugrunt 
gehen, auch wenn sie bei der Geburt gesund und kraftig ware 
Aus dieser Tatsache ergibt sich die Frage, ob das Cumo-tokift 
pherol vielleicht nur eine Komponente der Antisterilititsfaktora 
darstellt, die fir sich allein nicht imstande ist, simtliche Schwange 
schaftsfunktionen wieder zur Norm zuriickzufiihren, die insbesonder 
nicht die Eigenschaft hat, die normale Lactation wieder het 
zustellen. Es soll in einer Reihe weiterer Versuche gepriil 
werden, ob zwischen «-Tokopherol und Cumo-tokopherol wirklid 
qualitative Unterschiede bestehen, oder ob diese nur quantitative 
Art sind. 
Meine besondere Aufmerksamkeit habe ich dem Studium de 
U.-V.-Absorptionsspektren der Vitamin E-Faktoren und ihrer Este 
gewidmet. Schon Evans stellte fest, daB bei der Veresterw 
des a-Tokopherols das Absorptionsmaximum nach kiirzeren Wella 
verschoben wird und in seiner Hohe wesentlich zuriickgeht. Dies 
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300° Amp 
Fig. 1. 


1 a-Tokopherol 0,2°/, in Ather. 
2 a-Tokopheryl-allophanat 0,2 °/, 


in Ather. 














250 300 Amu 
Fig. 2. 


1 Cumo-tokopherol 0,2°/, in Ather. 


2 Cumo-tokopheryl-allophanat 
0,2°/, in Ather. 
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ber wesentlich erhéht gegeniiber dem a@-Tokopherol. Das Maximum 
es Esters, ich habe als Beispiel das Allophanat gewihlt, liegt 
ei ungefahr 280 mw und ist in seiner Héhe auf weniger als die 

























“300 AMM 
Fig. 3. 


1 Phenol 0,2°/, in Ather. 
2 Phenylacetat 0,2°/, in Ather. 


Hilfte zuriickgegangen, wie Fig, 2 zeigt. Diese augenfillige 
ferschiedenheit zwischen freiem Alkohol und seinem Ester war 
beeignet, die ersten Hinweise zu geben auf den Bau des chromo- 
phoren Teiles des Molekiils der Vitamin E-Faktoren, Bei Durch- 
| Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCL. 2 
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sicht der Literatur ergab sich, dab ihnliche Unterschiede zwischey 
Phenol und Phenylacetat bestehen®). Phenylacetat absorbiert 20 m, 
kurzwelliger und kaum */,, so stark wie Phenol (Fig. 3). Gering. 
fiigige Unterschiede bestehen zum Beispiel auch zwischen Benzyl. 
alkohol und Benzylacetat. Die qualitativ gleichen Differenzen },j 
Phenolen wie bei den Tokopherolen lassen vermuten, daB es sic} 
bei diesen ebenfalls um Phenole handelt. 
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250 300 Am 250 300 Amm 
: Fig. 5. 
Fig. 4. e—e—e Pseudocumolhydrochinon 
1 Oestron 0,027°/, in Alkohol. xxx Abbauprodukt 165—168° 
2 Oecestronacetat 0,031°/, in Alkohol. 0,2°/, in Ather. 


Um einen Stoff von gréBerem Molekulargewicht und méglicher 
weise iihnlicher Struktur wie die Tokopherole auf diese Ver- 
schiebung hin zu untersuchen, habe ich das Spektrum von Oestron 
und Oestronacetat aufgenommen [Fig. 4*)]. Die groBe Ahnlichkei 
der Spektren mit denen der Tokopherole und ihrer Ester ist 
augenfallig. Ich habe daraus den arbeitshypothetischen Schlub 
gezogen, daB die Tokopherole Phenole seien, und da die Unter 
schiede zwischen a-Tokopherol und Cumo-tokopherol in geringél 
Abweichungen im Bau des chromophoren Teils des Molekiils 2 
suchen seien, die die quantitativen Unterschiede des Spektrum 





*) Fiir die mir zur Verfiigung gestellten Priparate bin ich Herrn Proi 
A. Butenandt zu groBem Dank verpflichtet. 
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ischen : mu erkliren hitten. Die spiter beschriebenen Abbauversuche 
20 mu ' haben diese Annahmen bestitigt. 


rering. Die Annahme der Phenolnatur des Cumo-tokopherols suchte 
senzyl- ' ich durch weitere Experimente zu stiitzen. Ich habe zundchst 
en bei ME das Verhalten des Cumo-tokopherols gegeniiber Oxydationsmitteln 


s sich ME untersucht. Evans stellte fest, daB a-Tokopherol leicht an- 
gegriffen wird von Silbernitrat sowie von Brom, wihrend das 
Allophanat von beiden nicht angegriffen wird. Dasselbe Ver- 
| halten zeigt auch Cumo-tokopherol und sein Allophanat. Ein 
phenolischer Charakter der Tokopherole erklart dieses Verhalten 
leicht. Ich habe die Oxydationsgeschwindigkeiten des Cumo- 
' tokopherols und seines Acetates verglichen mit denen des Phenols 
und seines Acetates gegeniiber Silbernitrat, Brom, Kalium- 
permanganat, Chromsiiure und eine sehr weitgehende Parallelitiit 
feststellen kénnen. Cumo-tokopherol wird von Brom wie von 
Kaliumpermanganat langsam oxydiert, die Ester sind in der 
Kilte vollstiindig indifferent gegen beide Reagentien, daraus folgt, 
daB im Molekiil des Tokopherols auBerhalb des aromatischen 
Ringes keine Doppelbindung vorhanden sein kann. 

4 Weitere Stiitzen der Phenolnatur der T'okopherole suchte 
ich durch Farbreaktionen zu erbringen, gleichzeitig hoffte ich, 
daB sich solche Farbreaktionen zur Gehaltsbestimmung der 
Weizenkeiméle als wertvoll erweisen kénnten. Die beschriebenen 
| Versuche sind nur am Cumo-tokopherol durchgefihrt worden. 
: 1. Die Nitritreaktion nach Liebermann: Die Substanz wird 
' in Chloroform gelést und mit einer 5°/,igen Lésung von Kalium- 
| uitrit in konzentrierter Schwefelsiure unterschichtet. Die untere 
| Schicht wird langsam rotbraun bis schmutzig griin. Mit konzen- 


licher 4. ‘tierter Schwefelsiiure allein tritt keine Verfirbung ein. 

Ver: fame 2. Die Kupplung mit diazotierter Sulfanilsiure: Das Cumo- 
estrone 't0kopherol wird in Alkohol gelést, dann mit Alkohol versetzte 
chkeit |e ‘“lazotierte Sulfanilsiiure zugegeben und alkalisch gemacht. Dabei 


or ist(e ‘eten langsam tief gelbrote Farbungen auf, die sich indessen 
Schlub fe YOU einer echten Kupplung zu unterscheiden scheinen. Auch 


Unte-(@ Vurohydrochinon und etwas schneller Pseudocumolhydrochinon 
ringe: [ee geben unter denselben Bedingungen Rotfirbungen. 

‘ils 1 ie 3. Das Gerngrosssche Reagens®) schien mir von _ be- 
trum fe Souderem Interesse, da auch Oestron mit diesem gute Farbreak- 


E tionen gibt”). Man erhalt indessen auch ohne Zusatz von 

n Poi [e “Nitroso--Naphthol beim Kochen einer alkoholischen Lisung 
— You Cumo-tokopherol mit einigen Tropfen Salpetersiiure schéne 
oy Q* 
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rote Farbténe, an deren Intensitit die Menge des verwandtey 
Tokopherols gut zu erkennen ist. 

Die durchgefiihrten Farbreaktionen sprechen demnach nicht 
gegen eine Phenolnatur, auch wenn sie etwas von den Reak. 
tionen einfacher Phenole abweichen. 

Auch bei der Mikro-hydrierung verhalt sich Cumo-toko. 
pheryl-acetat ahnlich einem Phenyl-acetat. Es werden mit Platin. 
oxyd im Verlaufe von 40 Stunden 2,6 Mole Wasserstoff aut. 
genommen. 

Gegen eine Phenolnatur des Cumo-tokopherols schien zu- 
nachst seine vollstiindige Alkaliunléslichkeit zu sprechen. Selbst 
beim Schiitteln einer atherischen Lisung mit festem pulveri- 
sierten Atzkali bleibt das Cumo-tokopherol quantitativ im Ather. 
Ks gibt jedoch eine ganze Reihe von Phenolen, die in Alkalien 
unléslich sind, die sogenannten Kryptophenole§’), meist sind es 
mehrfach substituierte Phenole. Somit ergibt sich kein Wider- 
spruch, Cumo-tokopherol und damit wahrscheinlich auch die 
anderen ‘T'okopherole als mehrfach substituierte Phenole an- 
zusehen. 

Damit ist eines der beiden Sauerstoffatome der Tokopherole 
als phenolisches Hydroxyl wahrscheinlich gemacht. Das zweite 
Sauerstoffiatom, das sich nicht verestern laBt und auch keine 
Ketoneigenschaften zeigt, mu8 als Athersauerstoff angenommen 
werden, da sich beim @e-Tokopheryl-paranitrobenzoat wie beim 


Cumo-tokopheryl-acetat nach der Methode von Zerewitinoff 


kein aktiver Wasserstoff nachweisen lat. Um die Athernatur 
zu bestatigen, habe ich Spaltungen mit Jodwasserstofisiure 
durchgefiihrt. Es zeigte sich auch, dab das Molekiil in zwei Teile 
zu spalten ist, in einen wahrscheinlich phenolischen Teil, der im 
Chromatogramm von Aluminiumoxyd festgehalten wird, und einet 
zweiten Teil, der nicht adsorbiert wird und keine U.-V.-Absorption 
mehr zeigt. 

Ehe es gelungen war, einen der beiden Teile in krystalli- 
sierter Form zu fassen, publizierte Fernholz‘), daB es ihm ge- 
lungen ist, bei der Destillation des «-Tokopherols bei 350° Duro- 
hydrochinon zu fassen. Fernholz hat damit bewiesen, da das 
a-Tokopherol tatsiichlich Phenolnatur besitzt. Ich habe die 
Methode der thermischen Spaltung auch auf das Cumo-toko- 
pherol iibertragen, um auch hier den Beweis zu liefern, dab die 
bisherigen Vermutungen tiber den phenolischen Bau dieses Vitamin- 
K-Faktors zu Recht bestehen. 
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. Ich erhielt durch Destillation bei 350—370° ein gut kry- 
stallisiertes Destillationsprodukt vom Schmelzp. 165—168°, das 
ich als Pseudocumolhydrochinon identifizieren konnte. Die Destil- 
lation geht mit sehr geringen Ausbeuten, etwa 3—5°/,. Bei den 
geringen mir zur Verfiigung stehenden Mengen von Cumo-toko- 
pherol hatte ich nur wenige Milligramm des Abbauproduktes in 
Hinden und konnte nicht bis zu dessen vollstindiger Reinheit 
gelangen, was sich in geringen Differenzen des Schmelzpunktes 
iubert. Indessen konnte die Identitaét einer Reihe von Derivaten 
des Abbauproduktes durch Vergleich mit synthetisch hergestelltem 

Pseudocumolhydrochinon und seinen Derivaten  sichergestellt 
werden. Synthetisches Pseudocumolhydrochinon schmilzt bei 168° 
bis 170° und zeigt keine Depression mit meinem Destillations- 

produkt. In seinen Krystallisations- und Léslichkeitseigenschaften 

sind keine Unterschiede festzustellen. Das Abbauprodukt kry- 
stallisiert wie Pseudocumolhydrochinon aus Petrolither oder 


Wasser in feinen Nadeln. Die Spektren Fig. 5 sind im ganzen 
Verlaufe fast identisch mit Ausnahme einer geringfiigigen Differenz 
in der Hohe. 

, Das Acetat des Abbauproduktes schmilzt bei 110° und gibt 

: mit synthetischem Pseudo-cumolhydrochinon-diacetat vom Schmelz- 

; punkt 112° keine Depression. 

; Um mir etwas mehr Pseudo-cumolhydrochinon durch ther- 


; mische Spaltung zu verschaffen, habe ich einige Fraktionen des 
chromatographierten Unverseifbaren aus Weizenkeimlingsélen, das 
sich als besonders reich an Cumo-tokopherol erwiesen hatte, 
, direkt der Destillation bei 350—370° unterworfen. Dabei konnte 
ich Pseudocumolhydrochinon isolieren, mit dem ich den Schmelz- 
u punkt 168—170° erreichte. 

2,457 mg Subst.: 6,310 mg CO,, 1,740 mg H,O und 2,760 mg Subst.: 
1,120 mg CO,, 2,050 mg H,0. 

C,H,.0. Ber. © 71,05 H 7,89 
Gef. ,, 70,04, 70,36 5, 1,98, 8,31. 


Die Di-paranitro-benzoate zeigen sowohl vom Abbauprodukt 
5 wie yom synthetischen Pseudocumolhydrochinon den Schmelz- 
» B® punkt 284° und geben keine Depression. 
Das Chinon des Abbauproduktes schmilzt bei rund 30°, und 
e @ stimmt darin auch mit Pseudocumolchinon iiberein. 
Bei der Destillation anderer Fraktionen erhielt ich ein Ge- 
misch yon Durohydrochinon und Pseudocumolhydrochinon, das 
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sich durch Krystallisation aus verschiedenen Loésungsmittely | chine 
trennen lieB. chro} 
Damit ist gezeigt, daB auch Pseudocumolhydrochinon als Maxi 


Baustein der Antisterilitétsfaktoren auftritt. Das Cumo-tokopherol gewlt 


ist also ein Monoather des Pseudocumolhydrochinons,. 
OH OH OC,,Hs; OH 


. Y 5 . | 
H CL NOs al acl HCAs HC. A At, 


| | | | 
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mitte 


NCH, NCH, NOCH, HC \~ Neill gegen 
OH OC,,H,; OH OC, Hy, 
Pseudocumolhydrochinon Cumo-tokopherol o-'Tokopherol 


Ein solcher Monoither kann auf zweierlei Weise aufgebant 
sein, wie die Formelbilder zeigen. Kine Aussage, welche der 
beiden isomeren Formen dem Cumo-tokopherol zugeschrieben 
werden muB, ist bisher nicht méglich. 

Die Unterschiede des Spektrums zwischen Cumo-tokopherol 
und «-Tokopherol erkliren sich durch die Unterschiede des 
Spektrums zwischen Durohydrochinon und Pseudocumolhydro- 
chinon. Das Absorptionsmaximum des Cumo-tokopherols liegt 
héher als das des a-Tokopherols, im selben Verhiltnis liegt auch 
das Maximum des Pseudo-cumolhydrochinons héher als das des 
Durohydrochinons (Fig. 6). Bei der Aufnahme der Spektren 
treten hiufig Schwierigkeiten ein durch geringe Oxydation der 
Hydrochinone*). Bei langerem Stehen zeigt das gewoéhnlich sehr 
tiefe Minimum bei 250 my ein starkes Anwachsen, das besonders 
beim Durohydrochinon sehr rasch geht und zur Ausbildung eines 
neuen Maximums bei 260 my fihrt (gestrichelte Linie). Die & 
Acetate von Pseudocumolhydrochinon und Durohydrochinon zeigen 
dieselben Héhenunterschiede ihrer Absorptionskurven (Fig. 7), 
abnlich sind die Unterschiede zwischen Cumo-tokopheryl-allophanat 
und «-'l'okopheryl-allophanat. Gleichzeitig zeigen die Acetate «ie K 
kurzwelligere Lage und die geringere Héhe des Maximums im tei 1 
Vergleich mit den freien Phenolen. Diese Verschiebung ist die ide : 
Ursache der Verschiebung des Spektrums zwischen den Toko- sis hd : 
pherolen und ihren Estern, indessen ist zu beachten, daf die c a 


Diacetate der Hydrochinone nicht quantitativ mit den Monoestern 28° 48 
e 2 pherole 

der Tokopherole verglichen werden diirfen. Pseudocumolhydro- Madea 
* . n cyclise] 
*) Die Spektralaufnahmen sind alle yon Herrn cand. chem. H. J. Eck- nichst 


hardt durchgefiihrt worden, dem ich an dieser Stelle danken méchte. 











itber das Cumo-tokopherol, einen neuen Faktor d. Vitamin E-Gruppe. 23 



















f chinon und Durohydrochinon sind demnach die Trager aller 
chromophoren Kigenschaften im Molekiil der Tokopherole, deren 
Maxima auch entsprechend ihrem etwa 3 fach gréBeren Molekular- 
gewicht rund #/, der Héhe der entsprechenden Phenole zeigen. 

Auch alle chemischen Eigenschaften werden erklart, wenn 
man Cumo-tokopherol als Monoather des Psendocumohydrochinons 
ansieht. Kin uns zur Verfiigung stehender Monoather des Duro- 























“ hydrochinons zeigt dieselben Kigenschaften gegeniiber Oxydations- 
mitteln, insbesondere auch die Kigenschaften eines Kryptophenols 
“Cie gegeniiber Alkalien. 
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% -@ Pseudocumolhydrochinon 

ul 0,2°/, in Ather. 


Ks liegt nahe, anzunehmen, daB der Unterschied im Phenol- 
teil der einzige Unterschied zwischen «-Tokopherol und Cumo- 
tokopherol ist. Das Cumo-tokopherol ist demnach das nichst 

| niedere Homologe des «-Tokopherols und besitzt die Formel 
C,,H,,0,. Es ist wahrscheinlich, daB der Atherteil beider Toko- 
pherole iibereinstimmt. Er miBte die Zusammensetzung C,,H,,OH 
haben. Da er keine Doppelbindung besitzt, ist in ihm ein iso- 
cyclisches System anzunehmen. Seine Aufklirung ist das zu- 


nichst wichtigste Ziel der Arbeiten iiber die Antisterilititsfaktoren. 
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Zusammenfassung. 


1. Aus Weizenkeimélen wird als Allophanat ein neuer Faktoy 
der Vitamin E-Gruppe isoliert, der als Cumo-tokopherol bezeichnet 
wird und die Formel C,,H,,0, besitzt. 

2. Die biologische Wirksamkeit ist geringer als die der bis. 
her bekannten Faktoren. Sie betrigt im Rattentest etwa 8 mg, 

3. Bei der thermischen Spaltung des Cumo-tokopherols ent. 
steht Pseudocumolhydrochinon. Das Cumo-tokopherol ist cin 
Monoiither des Pseudocumolhydrochinons. 


Fiir die Anregung zu meinen Untersuchungen und fiir das stete fir. 
dernde Interesse an meiner Arbeit bin ich Herrn Prof. Dr. A. Windaus 
zu gréBtem Danke verpflichtet. Die Durchfihrung meiner Versuche wurde 
erméglicht durch die groSziigige Unterstiitzung der Firma E. Merck, 
Darmstadt, der ich auch an dieser Stelle meinen Dank aussprechen miochte, 
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Ist das behauptete Vorkommen optisch inaktiven Cystins 
als Extraktivstoff in Heringseiern bewiesen? 
Von 


Carl Th. Morner. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. September 1937.) 


In einer 1923 erschienenen Arbeit ,Uber die Zusammen- 


| setzung der Heringseier, IV. Mitteilung“ schreiben Steudel und 


Takahashi itiber ein durch Wasserextraktion usw. aus frischem 
Heringsrogen (5 kg wurden verarbeitet) gewonnenes Praparat: 


| Es muBte sich also um d,l")-Cystin handeln“ (S. 104). 


Auch wenn die Substanz das gewoéhnliche 1-Cystin darstellen 


| wiirde, wire dieser Befund bemerkenswert, da freies Cystin iiber- 


haupt nicht als Bestandteil von Fischrogen bekannt war’) Da 
weiterhin bei der schonenden Art der Aufarbeitung eine Inakti- 
vierung, besonders eine vollstiindige, als ausgeschlossen zu be- 


| trachten ist, so erweckt die Angabe iiber inaktives Cystin als 
| nativen Extraktivstoff — die jeder Analogie auf anderen bio- 
| chemischen Gebieten ermangelt — lebhaftes Interesse. 


1. Bemerkungen zu der in genannter Arbeit gegebenen Beschreibung. 


Zuniichst fiel bei den Schwefelanalysen das Mifverhiltnis zwischen 


| den beiden Faktoren »g Substanz“ und ,,g BaSO,“ (S. 104) auf; doch ergab 


die Nachrechnung, da8 lediglich ein Kommafehler bei einem der beiden 
Faktoren vorliegt (so da8 der Zahlenwert fiir ,,Gefunden . . . S“ genau */,, 
des im Text angegebenen betragen mu8). Dieses Versehen kann jedoch 
bei der weiteren Ausfiihrung ganz beiseite gelassen werden. 

Als Beweis fiir die Cystin-Diagnose werden folgende Momente an- 
gefiihrt (Tyrosin ist durch den negativen Ausfall der Millon-Reaktion 
ausgeschlossen): 

1) ,Optisch inaktiv“ wiire eine in diesem Falle vorsichtigere Bezeich- 
nung gewesen. 

*) Im Rogen vom Dorsch haben Kénig und Grossfeld (1913) ver- 


; geblich nach Cystin gesucht, und auch bei dem Material von drei anderen 


Fischarten, darunter Hering, teilen sie keine Befunde iiber diesen Stoff mit. 
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1. Krystallform. 2. Schmelzpunkt. 3. Qualitative Schwefelprobe. 
4, Ergebnisse der Elementaranalyse. 
a) Fiir Schwefel. b) Fiir Stickstoff. 


Man kénnte sich ja denken, da8 in einem anderen Falle als dem yor. 
liegenden eine Cystin-Diagnose zur Not auf Grund nur der oben ap. 
gegebenen Momente gestellt werden kénnte. Da aber das untersuchte 
Priparat aus Heringsrogen stammt, ist die Beweisfiihrung offenbar un. 
geniigend, und zwar deshalb, weil hier der Gegenwart einer anderen 
schwefelreichen Substanz, nimlich des Taurins, sorgfiltige Beachtung ge. 
widmet werden mu&, und also zuverlissige Differentialreaktionen fiir Taurin 
und Cystin angestellt werden miissen. Abgesehen davon, da8 Taurin 
ziemlich allgemein in verschiedenen Geweben und Organen einer Anzahl 
kaltbliitiger Tiere angetroffen worden ist’), war sein Vorkommen gerade in 
dem hier untersuchten Material bekannt [Kénig und Grossfeld 19134). 

Im folgenden werden die oben genannten 5 Beweismomente niiher 
kommentiert: 

1. Krystallform (mikroskopisch): ,,zarte Blittchen“ (ohne weitere 
Angaben). 

Fiir inaktives Cystin geben Gortner und Hoffman _,,needle-like 
erystals* an, Neuberg und Mayer ,,kleine tyrosinihnliche Nadeln, dic 
hiufig zu kugeligen Gebilden radiir zusammengelagert sind“. K.A.H.Mérner 
(der jedoch nicht iiber ein optisch véllig reines Priparat verfiigte) gibt als 
typische Krystallform ,,die von langen Nadeln oder langen, sehr schmalen 
zugespitzten Blittchen“ an. ,,Oft ... in Gruppen gesammelt [und] den 
Tyrosinkrystallen zum Verwechseln ihnlich.“ Ganz ausnahmsweise [,,ein- 
mal“) hat M6rner beim Umkrystallisieren von Nadeln breite, diinne Blittchen 
erhalten, ,,;welche eine rhombische Form . . . zu haben schienen“. Anderer- 
seits haben K6nig und Grossfeld das Taurin (aus Dorschrogenmaterial) 
in seiner gewOéhnlichen prismatischen Form beobachtet ,,neben kleinen 
Blittchen“: (mikroskopisch). 

2. Schmelzpunkt ,,lag bei 260—261°“. 

Beziiglich des inaktiven Cystins schreiben Neuberg und Mayer: 
80 wenig wie die aktive Form besitzt es einen Schmelzpunkt, sondern 
zersetzt sich fast bei der gleichen Temperatur wie dieses, bei etwa 260°". 

Uber Taurinkrystalle, die Jona (1913) aus Fleischextrakt erhielt, wird 
gesagt, ,,daB sie keinen definierten Schmelzpunkt besitzen, sondern sich 
bei ungefihr 240° zersetzen“. 

Abderhaldens Aussage iiber Taurin lautet: ,,Erhitzt zersetzt es sich 
erst iiber 240°.“ 

3. Qualitative Schwefelprobe. ,,Bei der Verbrennung .. . duberst 
schwefelreich.“ 

Dieser — jedoch auch fir Taurin geltende — Befund lift keinen 
SchluB8 iiber den hinaus zu, der auf Grund der in Moment 4. a) angefiihrten 
Zahlen gezogen werden kann. 





1) Bis 1923 lagen etwa 10 Publikationen hieriiber vor. Die Alteste 
stammt von Karsten, 1845 (betr. eine Muschelleber), eine der letzten von 
Berner, 1920 (betr. Heringsmuske]). 

2) Sie priiften, mit stets positivem Resultat, auch Rogen vom Dorsch, 
Karpfen und Stér auf Gehalt an Taurin. 
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4. Elementaranalytische Daten. 
Hier mu8 zuniichst betont werden, wie gering die Differenzen sind 


‘die far Cystin und Taurin im Schwefelgehalt (26,69 bzw. 25,63 °/,) und 
| ebenso im Stickstoffgehalt (11,66 bzw. 11,19 °/,) bestehen. Der Unterschied 
| betriigt im Stickstoffgehalt nur 0,47 °/, und im Schwefelgehalt nur 1,06 °/,. 
| Die Differenzen sind also zu gering, um (in Anbetracht der unvermeidlichen 
| Analysenfehler) auf Grund irgendeiner elementaranalytisch erhaltenen Zahl 


eine sichere Differenzierung der beiden Stoffe zu gestatten. Man kann 


| dagegen auf diesem Weg GewiBheit dariiber erhalten, daB einer der Stoffe 
Cystin oder Taurin vorliegen muB. 


a) Fiir Schwefel: ,,Berechnet fiir Cystin ... 26,69 °/, S“ 
,Gefunden 27,18; 26,08 °/, S“ 
[Berechnet fiir Taurin... 25,63 °/, S] 


Der erste gefundene Wert (27,18 °/,) ist um 0,49 °/, héher als der fiir 


| Cystin berechnete. 


Der zweite gefundene Wert (26,08 °/,) schlieBt sich etwas niher an 


: den fiir Taurin berechneten Wert an (Abweichung + 0,45 °/,), als an den 
fiir Cystin berechneten Wert (Abweichung — 0,61 °/,). 


b) Fir Stickstoff: ,,Verlangt fiir Cystin 11,66 °/, N“ 
»(Gefunden] ..... 11,02 9, N“ 
[Verlangt fiir Taurin 11,19 °/, N] 


Der gefundene Wert (11,02) 
weicht von dem fiir Cystin berechneten um — 0,64 °/, ab, 


‘ 1 0 
” ” ” ” Taurin ” ” — 0,17 lo ab, 


| zeigt also gute Ubereinstimmung mit dem fiir Taurin berechneten Wert, 


aber unbefriedigende Ubereinstimmung mit dem fiir Cystin berechneten. 


Da also im vorliegenden Fall a) die angefiihrten elementar- 
analytischen Daten iiberhaupt keine Basis fiir die zuverlissige 


Unterscheidung von Cystin und Taurin darstellen, 


b) die angefiihrten Momente 1—3 praktisch unsicher oder 


' nichtssagend sind, und 


c) — vor allem! — keine einzige der verschiedenen ein- 


lachen und leicht ausfiihrbaren qualitativen Proben’) ausgefiihrt 
worden ist, die zur Stellung einer sicheren Differentialdiagnose 
zwischen Cystin und Taurin zur Verfiigung stehen, gestattet sich 


Verf. ohne Zégern die Ansicht auszusprechen, daB die in der 


Arbeit von St. und T. angegebene Cystindiagnose nicht 


bewiesen ist, und daB also die in der obenstehenden 


'Uberschrift gestellte Frage mit Nein zu beantworten ist. 


Dazu soll noch als wahrscheinlich die Annahme gefiigt 


| werden, daB die als Cystin angesehene Substanz in Wirklichkeit 


') Vgl. unter ,,2. Eigene Versuche“! 
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Taurin darstellte, dessen Vorkommen im Heringsrogen sowohl 
von Kénig und Grossfeld (1913), als auch spater vom Verf 
(vgl. unten) bewiesen worden ist, waihrend Cystin bei diesen beiden 
Untersuchungen nicht angetroffen wurde. 

Die Wahrscheinlichkeit fiir die gemachte Annahme wird u, a, 
dadurch erhéht, daB St. und T. nichts dariiber mitteilen, ob sic 
selber Taurin gefunden haben, und iiberhaupt in keiner Weise 
andeuten, daB sie an die Méglichkeit des Vorkommens dieses 
Stoffes in dem untersuchten Material iiberhaupt gedacht haben — 
obgleich dieses Vorkommen in Heringsrogen bereits 10 Jahre 
friiher bekannt gegeben worden war. 

Mit dieser Annahme erhilt auch der Nimbus, der St. und ''s 
»Cystin® anhaftet, d.h. dessen vollige optische Inaktivitit im 
Gegensatz zu allem sonst beobachteten nativen Cystin, seine ein- 
fache und natiirliche Erklirung, da Taurin bekanntlich eine optisch 
inaktive Substanz ist. 


2. Eigene Versuche. 

Es wurden zwei Versuche an frischem, approximativ voll- 
reifem Heringsrogen durchgefiihrt. Das Material stammte in Ver- 
such I aus Siidschweden (2!/, kg), in Versuch II aus Siidnorwegen 
(101/, kg). Die von St. und T. angegebene Arbeitsvorschrift wurde 
dabei befolgt. 

Cystin wurde dabei in keinem Stadium der Auskrystalli- 
sation aus dem schlieBlichen, allmahlich konzentrierten BaS0.- 
Filtrat wahrgenommen. Dagegen wurden Priiparate erhalten, die 
in farblosen Prismen krystallisierten: bei Versuch I 0,2 g (ent- 
sprechend 0,01 °/, des Heringsrogens), bei Versuch II 1,8 g [ent- 
sprechend 0,02 °/, des genannten Materials’)]. Bei der Analyse 
erwiesen sich diese Priparate eindeutig als Taurin. Dabei wurde 
auf wirkliche Differentialproben gegeniiber dem Cystin be- 
sonderer Wert gelegt, nimlich auf: 

















Taurin Cystin 
a) Léslichkeit in 20 Teilen dest. Wassers . iad 
(iz. B. 1 eem pro 5 cg Substanz). . . komplett peodinc Fi 
b) Sulfhydrylreaktion, Dunkelfiarbung . negativ positiv 
c) Mit Bromwasser Entfirbung ... . negativ positiv 





1) Die Taurinausbeute aus dem Fleisch der gleichen Fischart (Hering) 
in den Untersuchungen von Berner war wesentlich niedriger: 0,16 g aus 
5 kg (entsprechend 0,003 °/, des Materials). 
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| (bei Versuch I) nur etwa 1/,, der Gesamtmenge an festen Stoffen aus. 
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Taurin Cystin 
: a) Verdunsten zur Trockne auf d. Wasser- 
pad (in kleiner glockenférmiger Schale) 
mit 25 °/,ig. HNO, (z. B. 2cem pro eg 
Substanz) - 
Abdampfriickstand, Aussehen. . . . heal georedite matt, amorph 
. Priifung auf Sulfation negativ positiy 
' e) Verdunsten (véllig!) auf dem Wasser- 
bad mit 25 °/,ig. HCl, danach Priifung 
mit AgNO, auf Hydrochlorid. .. . negativ positiv 


In Anbetracht der betrichtlichen Lislichkeit des Taurins 


| in Wasser und seiner Vergesellschaftung mit mehreren anderen 
' Stoffen?) ist es natiirlich, daB die oben angegebenen Mengen an 
rein dargestelltem ‘Taurin nur einen Bruchteil der im Rogen- 
' material enthaltenen, bzw. im ersten Stadium der Priparation 
| extrahierten Menge darstellen. 


Zur Orientierung wurden bei Versuch I einige kleine Portionen 


| des stark eingeengten Filtrates untersucht (doch bevor Krystalli- 
' sation eingetreten war). 


Nachdem festgestellt war, daB Schwefelsiure, Esterschwefel- 


' siure, bleischwarzender Schwefel und mit Bromwasser (zu Schwefel- 
| siure) oxydierbarer Schwefel nicht vorhanden waren, wurde durch 
Verbrennung nach Liebig-Hammarsten der Schwefelgehalt der 
| Trockensubstanz zu 2,71°/, gefunden, was bei Umrechnung auf 
| Taurin 10,6°/, dieses Stoffes entspricht (= 0,8 g Taurin in der 
_ gesamten Trockensubstanz aus 21/, kg Rogen). Das wiirde 0,03 °/, 
; Taurin im Rogen entsprechen, wihrend, wie oben gesagt, das rein 
 isolierte Taurin 0,01 °/, ausmachte. Die in der oben angegebenen 
| Weise erhaltene Zahl 0,03°/, stellt ganz natiirlicherweise einen 
| Maximalwert dar, diirfte jedoch den wirklichen Wert nur un- 
| betriichtlich tibersteigen, da die Priifung auf andere schwefel- 
_ haltige Substanzen als Taurin, wie schon gesagt, negativ ausfiel. 
; Deshalb sollte in diesem Fall das isolierte Taurin etwa 1/, des 
; 4us dem Rogenmaterial extrahierten betragen. 


Bei direkter Untersuchung des zur Sirupkonsistenz eingedampften, 


: uspringlich wiBrigen Rogenextraktes stellen St. und T. fest: ,,Trocken 


erhitzt lieferte der Sirup ein wolliges Sublimat und einen starken Geruch 


nach Amylamin.“ Der Stoff, auf dessen Gegenwart dieser Befund hindeutet, 


') Entsprechend den unten mitgeteilten Zahlen machte das Taurin 
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wurde vom Verf. (wenn auch in geringer Menge) in corpore aus de; 
Mutterlauge von der Taurinausscheidung erhalten. Nach dem Umkrystal]j. 
sieren aus verdiinntem Alkohol stellt die Substanz silberglinzende, iufers 
diinne Krystallschuppen dar, die stickstoffhaltig, aber schwefelfrei sing 
und in wei8en, wolligen Flocken sublimieren, wobei Geruch nach Amylamiy 
auftritt. Alle diese Befunde deuten auf Leucin. 


Beziiglich der Hauptfragestellung der wiedergegebenen Ver. 
suche — Cystin oder Taurin als Extraktivstoff im Heringsrogen — 
sind also Kénigs und Grossfelds Angaben vom Jahre 191} 
bestatigt worden. 
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Synthese der Ursodesoxycholsaure. 
Von 


Shigeki Miyazi. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1937.) 


Von synthetischen epimeren Gallensiiuren sind bisher einige 


| bekannt geworden: die f#-3-Oxy-allocholansiure'), die #-6-Oxy- 
_ allocholansiure?), die #-3-Oxy-cholansiure®%), §-3-«-6-Dioxy- 
| allocholansiure*) und #-3-Oxy-12-ketocholansiure®), welch letztere 
' auch im Tierkérper gebildet wird, wie das bei der f-3-Oxy-7, 12- 
' diketocholansiure*) der Fall war. 


Vor kurzem hat Iwasaki") die Ursodesoxycholsiure in der 


' Barengalle als eine 7-Epi-chenodesoxycholsiure nachgewiesen und 
' daraus noch eine der Choleinsiure von Hammarsten§) ent- 
' sprechende Chenodesoxycholsiure isoliert. 


Die Chenodesoxycholsiure dirfte also der Bar iiber eine 


_ Zwischenstufe, 3-Oxy-7-ketocholansiiure, in Ursodesoxycholsiure 
' verwandeln, um sie im Sinne von Iwasaki®) zu entgiften. 


Die 3-Oxy-7-ketocholansiure wurde bereits von Imai?®) aus 


| der Meerschweinchengalle isoliert. Demnach ist es von Interesse, 
| diese Oxyketosiure in Ursodesoxycholsiure iiberzufiihren. Nach 
| lwasaki!!) wird die 3-Oxy-7-ketocholansiiure oder 3, 7-Diketo- 
' cholansiure in neutralem Medium, in Alkohol, katalytisch zu 
| Chenodesoxycholsiure hydriert. 


') H. Wieland, E. Dane u. C. Martius, Diese Z. 215, 15 (1933). 
*) O. Stange, Diese Z. 220, 34 (1933). 

*) F. Reindel u. K. Niederlander, Ber. chem. Ges. 68, 1243 (1935). 
*) A. Windaus, Liebigs Ann. 447, 245 (1926). 

*’) K. Kyogoku, Diese Z. 246, 99 (1937). 

*) K. Yamasakiu. K. Kyogoku, Diese Z. 233, 29 (1933); 235, 43 (1935). 
‘) Diese Z. 244, 181 (1936). 

') Diese Z. 36, 525 (1902). 

’) Arb. Med. Fak. Okayama 5, 113 (1936). 

') Diese Z. 248, 65 (1987). 

'') Diese Z. 244, 191 (1936). 
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Eine direkte Umwandlung der Chenodesoxycholsaure in Urso. 
desoxycholsdiure ist mir trotz aller Bemiihungen nicht gelungey, 
Doch liBt sich die 3-Oxy-7-ketocholansiure, die aus der leicht 
zuginglichen Chenodesoxycholsiure durch partielle Oxydatioy 
erhalten wurde, entweder durch Reduktion mit Natriumithyla 
bei 200° oder durch katalytische Hydrierung mit Platinoxyd iy 
saurem Medium glatt in Ursodesoxycholsiure tiberfiihren, und zwar 
im ersteren Fall mit 10°/,iger Ausbeute. Hierbei bildet sich 
natiirlich hauptsachlich auch Chenodesoxycholsiure. 

In der Meerschweinchengalle') kommt auBer 3-Oxy-7-ketocholan. 
siure auch Chenodesoxycholsiure vor, was auf einer Umwandlung 
der letzteren Siure in erstere Oxyketosiiure zu beruhen scheint, 


Beschreibung der Versuche. 


Die 3-Oxy-7-ketocholansiure wurde nach Wieland und Dane’ 
durch partielle Oxydation der Chenodesoxycholsiure mit Chromsiiure ge- 
wonnen. Die aus Essigester in Blittchen krystallisierte Siiure schmilzt 
bei 203°. 


4,920, 4,919 mg Subst.: 13,285, 18,250 mg CO,, 4,800, 4,250 mg H,0. 


C,,H3,0, Ber. C 73,79 H 9,81 
Gef. . ,, 78,65, 73,50 » 9,78, 9,67 . 
Ursodesoxycholsiure aus 3-Oxy-7-ketocholanséure. — 1. Mit 


Natriumathylat. 1 g 3-Oxy-7-ketocholansiure wurde mit 1 ¢ 
Natrium in 10 ccm absolutem Alkohol 10 Stunden lang im Bomben- 
rohr auf 200° erhitzt. Das Reaktionsgut wurde auf dem Wasser: 
bade verdampft, mit Wasser verdiinnt und mit verdiinnter Salz- 
siiure ausgefillt, Die dabei abgeschiedene Siure wurde in Ammoniak 
mit Bariumchloridlésung ausgefillt. Die von der Bariumfilluns 
befreite Lésung wurde wieder mit verdiinnter Salzsaiure angesiuert. 

Die abgesaugte, getrocknete Fillung betrug etwa 0,1! g. 

Diese Fallung wurde zuerst aus Essigester, dann aus vel: 
diinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Die in durchsichtiget 
Tafeln krystallisierende Siure schmilzt bei 197—199° und zeigie 
mit reiner Ursodesoxycholsiure aus Birengalle keine Misch 
schmelzpunktsdepression. Liebermannsche Reaktion: anteangs 
rosarot, dann kirschrot. 


Spez. Drehung: 0,033 g in 10 cem Chloroform, 2 dm, 
a = + 0,29 [a]i? =: 4+ 43,93°. 

1) I. Imai, Diese Z. 248, 65 (1937). 

*) Diese Z. 210, 268 (1932). 
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Synthese der Ursodesoxycholsiure. 


5,009, 4,401 mg Subst.: 13,440, 11,810 mg CO,, 4,470, 4,080 mg H,0. 


C,H 0, Ber. C 73,41 H 10,28 
Gef. ,, 78,21, 73,24 » 10,21, 10,37. 


2. Katalytische Hydrierung im sauren Medium. 


0,4 g¢ 3-Oxy-7-ketocholansiure wurden in 150 ccm Hisessig gelést 
' und unter Zusatz von 0,5 ccm konzentrierter Salzsiure mit 0,1 g 
| Platinoxyd und Wasserstoff geschiittelt. Nach 2—3 Stunden ist 


die Wasserstoffaufnahme beendigt. 
Die Lésung wurde nach Abfiltrieren vom Katalysator mit 


' viel Wasser versetzt. Das dabei abgeschiedene Harz wurde in 


verdiinnter Ammoniaklésung gelést und mit 10°/,iger Barium- 


‘chloridlésung ausgefallt. Die Bariumfallung wurde abgenutscht 
'und mit warmem Wasser gut gewaschen; das von der Barium- 
' fallung befreite Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsiure angesiuert, 
'wobei sich eine weibe, flockige Fiallung abschied. Diese wurde 
' abgesaugt, getrocknet und aus Essigester umkrystallisiert. Die aus 
_ verdiinntem Alkohol in vierseitigen Tafeln krystallisierende Siure 
' schmilzt bei 198—199° und zeigte mit reiner Ursodesoxycholsiure 
_ keine Mischschmelzpunktsdepression. Liebermannsche Reaktion: 
' anfangs rosarot, dann kirschrot. 


Spez. Drehung: 0,063 g in 10 cem Chloroform, 2 dm, 
a = + 0,05 [a ]i> = + 43,65°. 
4,906 mg Subst.: 13,210 mg CO,, 4,571 mg H,O. 


PO,H.0, Ber. C7841 HW 10,28 Gef. © 73,43 H 10,43. 


Diformyl-ursodesoxycholsaure. 0,5 ¢ Siiure wurden mit 2 cem 


| tener Ameisensiiure einige Stunden auf dem Wasserbade erwirmt. Nach 
_dem Verdunsten der Ameisensiure i. V. erstarrte das Reaktionsgemisch zu 
_ einem Krystallbrei. Der aus Alkohol umkrystallisierte Formylester schmilzt 
4 bei 170°. 


4,818, 4,719 mg Subst.: 12,300, 12,060 mg CO,, 3,900, 3,820 mg H,0. 


C..HoOg Ber. C 69,59 H 8,99 
Gef. ,, 69,65, 69,74 —,, 9,06, 9,06. 


Aus den Bariumfillungen beider Fille wurde Chenodesoxycholsiure 


erhalten, die als Bariumsalz identifiziert wurde. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCL. 
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Uber Glyko-ursodesoxycholsiure aus Barengalle. 


Von 


Shigeki Miyazi. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1937.) 


Als einheitlich krystallisierte gepaarte Gallensiiuren der 
Dioxycholansiurereihe sind bisher die Glyko-hyodesoxycholsiiure}, 
die Glykocholeinsiure?), die Glyko-desoxycholsiure und die ‘Tauro. 
desoxycholsiure*%) bekannt geworden, welch letztere zwei von 
H. Wieland synthetisch hergestellt wurden. 

Gelegentlich ist eine gréBere Menge getrockneter Birengalle 
zuginglich geworden, aus welcher eine in gruppierten Siulchen 
krystallisierende, gepaarte Glyko-ursodesoxycholsiure erhalten 
wurde. Diese Siure krystallisiert aus verdiinntem Alkohol mit 
1 Mol Wasser, schmilzt bei 232°, und hat eine spezifische 
Drehung: [@]}?°° = + 51,28°. 

Durch Hydrolyse wurde sie in ihre Komponenten Ursodesoxy- 
cholsiiure und Glykokoll zerlegt, welch letzteres als Athylester. 
chlorhydrat identifiziert worden ist. 

Friiher hat Shoda‘) aus dem Hydrolysat der Birengalle 
Taurin isoliert und nach ihm soll die Ursodesoxycholsiure mit 
Taurin gepaart vorkommen. Obwohl die gepaarte Gallensiur 
damals nicht krystallinisch erhalten wurde, scheint das ‘l'aurt 
mit der Cholsiiure und Chenodesoxycholsiiure gepaart gewesen 11 
sein, da letztere Siure von Iwasaki®) und die erstere von mi! 
in der Birengalle gefunden wurde, wie dies auch bereits Hammar: 
sten®) gelungen war. 

In der Birengalle befinden sich also nicht nur Ursodesoxj- 
cholsiiure, sondern auch Cholsiure und Chenodesoxycholsiure, wi 
dies im Anhang genau beschrieben wird. 


1) A. Windaus u. A. Bohne, Liebigs Aun. 433, 278 (1923). 

*) T. Sekito, Diese Z. 199, 225 (1931). 

5) H. Wieland, Diese Z. 106, 181 (1919). 

4) J. of Biochem. 7, 505 (1927). 5) Diese Z. 244, 192 (1936). 
*) Diese Z. 36, 525 (1902). 
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Uber Glyko-ursodesoxycholsiure aus Birengalle. 


Versuchsteil. 


80 g getrocknete Birengalle wurden mit heiBem Alkohol erschépfend 
extrahiert. Der von Mucin befreite alkoholische Extrakt (etwa 1,5 Liter) 
wurde auf dem Wasserbade zu 1/, seines Volums eingeengt, wobei sich 
ein voluminéser weiBer Niederschlag abschied. Das von dem Niederschlag 
abfiltrierte Filtrat wurde mit Wasser verdiinnt und abgedampft, um den 
Alkohol zu beseitigen. 

Die wiBrige Lésung wurde mit verdiinnter Salzsiiure angesiiuert und 
72 Stunden lang 2mal mit Ather extrahiert. Nach dem Abdampfen des 
Athers schieden sich 1,2 g Krystalle (A) ab. 

Der oben erwihnte Niederschlag wurde in 300 cem Wasser gelist, 
unter Ansiiuerung mit verdiinnter Salzsiiure ebenfalls mit Ather extrahiert. 
Aus dem Atherextrakt erhielt man noch 0,4 g Krystalle (B). 

Die krystallinische Masse (A und B) wurde mehrmals aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert. Federartig gruppierte Siulchen vom Schmelzp. 232°. 

Diese Siure ist in Alkohol leicht, in Ather, Essigester, Aceton und 
Eisessig schwer léslich und in Wasser fast unléslich. Sie zeigt Petten- 
kofersche, aber keine Hammarstensche Reaktion und firbt sich mit 
Essigsiiureanhydrid-Schwefelsiiure sofort kirschrot. 


Spez. Drehung: 0,0975 g in 10 cem absolutem Alkohol, 2 dm, 
a =+1,0, [a]2° = + 51,28° 
Titration: 0,0178 g Subst. brauchten 0,76 cem n/20-KOH. 
Aguivalent fiir C,,H,,0,N.H,O Ber. 467,3 Gef. 468,4. 
4,980 mg Subst.: 12,145 mg CO,, 4,180 mg H,O. — 3,146 mg Subst.: 


| 0,086 cem N (13°, 760,2 mm). 


Gef. ,, 66,55 ,, 9,64 ,, 3,15. 


Ursodesoxycholsaure. 0,92 g¢ Siure (Schmelzp. 232°) wurden mit 


» 50cem einer 7-proc. Kalilauge 42 Stunden lang gekocht. Die aus dem 


Hydrolysat mit verdiinnter Salzsiiure ausgefiillte freie Siure wurde aus ver- 


» diinntem Alkohol umkrystallisiert. Vierseitige Tafeln vom Schmelzp. 202°. 
| Sie zeigte mit reiner Ursodesoxycholsiiure keine Mischschmelzpunktsdepres- 
_ sion und gab weder Myliussche noch Hammarstensche Reaktion. 
_ Liebermannsche Reaktion: anfangs rosarot, dann kirschrot. 


Spez. Drehung: 0,1533 g in 10 cem absolutem Alkohol, 2 dm, 
ao =+ 1,75, [o)]2°= + 57,07°. 
Glykokoll-athylester-chlorhydrat. Das von der Ursodesoxycholsiiure 


_ befreite Hydrolysat wurde im Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der Riick- 
_ stand wurde in wenig Wasser geldst, filtriert und nochmals im Vakuum 
| volistiindig getrocknet, dann mit 10 cem heifem Alkohol extrahiert. Der 
' akoholische Extrakt wurde wieder im Vakuum getrocknet und abermals 
_ mit 3 cem absolutem Alkohol extrahiert. In den alkoholischen Extrakt wurde 
_ trocknes Salzsiiuregas eingeleitet, wobei sich eine briiunliche Krystallmasse 
| yon feinen Nadeln abschied. Die aus wenig absolutem Alkohol umkrystalli- 
' sierten Krystalle schmolzen bei 144° und zeigten mit Glykokollithylester- 
_ chlorhydrat keine Mischschmelzpunktsdepression. 


3* 
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Anhang. Verbesserte Darstellung der Ursodesoxycholsaure. 90, 
getrocknete Birengalle (Handelspriparat) wurde in tiblicher Weise mit Kaji. 
lauge hydrolysiert und das Hydrolysat mit verdiinnter Salzsiure angesiiuert, 
Die dabei abgeschiedene gelblich-braune Masse wurde in verdiinntey 
Ammoniak gelést und unter Ansiuerung mit verdiinater Salzsiure mit Petrol. 
iither vorsichtig geschiittelt. Die dabei erhaltene Fillung wurde mit Wasser 
gut gewaschen und auf der Tonplatte getrocknet. 

Das scharf getrocknete Pulver wurde in der Hiilse mit Essigestey 
erschépfend extrahiert. Das beim Einengen des Essigesters erhaltene 
Krystallisat wurde aus Essigester-Methanol mehrmals umkrystallisiert. Tafel 
vom Schmelzp. 202°. Ausbeute 35 g. 

Damit kann man die Ausbeute an reiner Ursodesoxycholsiure betriicht. 
lich heben. Die von Ursodesoxycholsiiure befreite Essigesterlésung wurde 
zur Darstellung der Chenodesoxycholsiure und Cholsiure benutzt. Nach 
Hammarsten soll die Cholsiiure zu etwa 238°/, im Gallensiuregemiseh 
aus Eisbirengalle enthalten sein. 

Das gesamte Essigester-Methanolfiltrat wurde auf dem Wasserbade 
verdampft, bis die Lésung beim Erkalten keine Krystalle mehr ergab. Die 
dabei zuriickgebliebene schwirzlich-braune harzige Masse wurde in Ammo- 
niak gelést und von dem schwer ldslichen sandigen Riickstand abfiltriert. 

Die ammoniakalische Lésung wurde mit Bariumchloridlésung gefiillt, 
abgesaugt und die Fiallung mit warmem Wasser gut gewaschen. Die Bariun- 
fillung wurde mit verdiinnter Sodalisung umgekocht und mit verdiinnter 
Salzsiiure ausgefillt. Diese Siiure wurde nochmals in Ammoniak mit Barium: 
chloridlésung gefillt. Die Fallung wurde aus verdiinntem Alkohol um. 
krystallisiert: schéne farblose Nadeln. Die iiber das Bariumsalz gereinigte 
freie Siure schied sich aus gesittigtem [ssigester gallertig ab. Die abgesaugte 
gallertige Siiure schmilzt nach scharfem Trocknen bei 135—140°. Lieber- 
mannsche Reaktion: sofort kirschrot. 

Das vereinigte ammoniakalische Filtrat der Bariumfillung wurde mit 
verdiinnter Salzsiiure angesiiuert. Die ausgefillte Siure wurde erneut in 
Ammoniak mit Bariumchloridlésung ausgefillt, wobei sich eine geringe 
Menge eines weiBen Bariumsalzes ausschied. Die von dieser Fiillung be: 
freite ammoniakalische Lésung wurde mit verdiinnter Salzsiure abermals 
angesiiuert. Die abgesaugte, mit Wasser gut gewaschene Fiillung wurde 
volistiindig getrocknet (etwa 1,2 g). Die getrocknete Rohsiure wurde an- 
fangs aus Essigester-Methanol, dann aus Alkohol umkrystallisiert: tetra 
edrische Krystalle vom Schmelzp. 195—197°. 

Sie zeigten keine Mischschmelzpunktsdepression mit reiner Cholsiiure 


und wiesen prachtvolle Myliussche und Hammarstensche Reaktionen au! 
5,221, 5,201 mg Subst.: 18,488, 13,447 mg CO,, 4,590, 5,540 mg H,0. 


Co,H,O, Ber. C 70,53 H 9,87 
Gef. ,, 70,43, 70,51 ,, 9,84, 9,77. 
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: Uber die Fréilegung von aktivem Trypsin aus Blutplasma. 


Zweite Mitteilung zur Kenntnis des Plasmatrypsinsystems”). 
Von 


Adolf Schmitz. 


(Aus der Biologischen Abteilung des Reichsgesundheitsamtes in Berlin-Dahlem.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1937.) 


Mit der diagnostischen Bedeutung, welche die als spezifisch 


' erkannte Hemmungswirkung von Serum auf tryptische Abbau- 
» prozesse besonderer Art (Dieckmann und Schmitz’) erhalten 
S hat, ist eine Erforschung des tryptischen Fermentsystems des 
| Blutplasmas eine Notwendigkeit geworden. Die stiindige Anwesen- 
heit von Trypsin im Blutplasma ist durch eine groBe Zahl von 


Untersuchungen und Untersuchern einwandfrei erwiesen. Seine 


'Herkunft ist uns noch unbekannt, aber auch fiir unsere Frage- 
'stellungen von untergeordneter Bedeutung. Keinesfalls gelangt 
'das Trypsin, wie Abderhalden’) annimmt, erst durch Zerfall 
‘von geformten Blutelementen bei der Entnahme oder der Gerin- 
' nung des Blutes in die Blutfliissigkeit. Es kénnte dann nimlich 
‘nur ein Bruchteil von der in den Blutkérperchen vorhandenen 
' Fermentmenge im Serum nachgewiesen werden. ‘Tatsichlich ist 
'aber, wie wir zeigen kénnen, die Fermentmenge, die aus 1 ccm 
' Serum oder Plasma in Freiheit gesetzt werden kann, fast 3 mal 
| oréBer als die Fermentmenge eines Leukocytensediments aus 1 ccm 
| Blut bei vollstindiger Destruktion der Zellen. Der Annahme, daf 
das Trypsin des Blutplasmas den wahrend des Blutkreislaufs zer- 
_fallenen Formelementen des Blutes entstammt, wird damit nicht 
- widersprochen. 


Um die Wirkung des im Plasma oder Serum vorhandenen 


| Trypsins nachzuweisen, bedarf es eines Hingriffes, durch den das 
Ferment den Hemmungskriften der Blutflissigkeit entzogen wird. 
' Mit dem Studium der Méglichkeiten, die zu einer Freilegung des 
| Plasmatrypsins fihren, verbinden wir einerseits den praktischen 
_ Zweck, die methodischen Bedingungen fiir eine diagnostische Ver- 
_wertung der tryptischen Aktivitat durch Gewinnung hochaktiver 





*) 1. Mitteilung: Diese Z. 244, 89 (1936). 
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und von stérenden Begleitern befreiter Fermentlésungen zu yer. 
vollkommnen, andererseits hoffen wir damit, allgemeingiiltige 
Kenntnisse iiber die Aktivierung und die Hemmung tryptischer 
Fermente zu gewinnen. 

Eine der Méglichkeiten, das Plasmatrypsin den hemmenden 
Hinfliissen der Blutfliissigkeit zu entziehen, finden wir in der 
Gerinnung des Fibrins. In unserer ersten Mitteilung konnten 
wir zeigen, daB das Trypsin des Blutplasmas, das aus zwei hitze- 
labilen Komponenten, dem Ferment selbst und seinem Plasma. 
kinase genannten Aktivator besteht, bei der Gerinnung des Plasmas 
vom Fibrin absorbiert wird. Aus dem Fibrin ligt sich das Ferment 
sauer extrahieren, die Kinase nur alkalisch. Infolgedessen ist es 
miéglich, beide Komponenten getrennt darzustellen. Bei der sauren 
Extraktion des Fibrins erhailt man das Plasmatrypsin in einer 
inaktiven oder schwach aktiven Form, die durch Zusatz des 
Kinaseextraktes in die aktive Form iibergefiihrt wird. 

Die Inaktivitit des sauren Fermentextraktes kénnte unter 
Beriicksichtigung der Ergebnisse von Kunitz und Northrop’) da- 
durch zu erkliren sein, daB das Ferment in den inaktiven 
Extrakten als Trypsin-Hemmungskérper-Verbindung vorliegt. Die 
Aktivierung wire dann, in Ubereinstimmung mit den Anschauungen 
von Dyckerhoff and Mitarbeitern*), durch die Wegnahme dee 
Hemmungskoérper zu erkliren, die von der zugesetzten Kinase 
unter Ablauf der folgenden Reaktion gebunden werden: 

Trypsin-Hemmungskérper-Verbindung + Kinase = Trypsin 
+ Kinase-Hemmungskérper-Verbindung. 


Aus den genannten Untersuchungen von Kunitz und Nor- 
throp wissen wir, daB die Verbindung des Pankreastrypsins mit 
seinem Hemmungskérper nur oberhalb eines p,,-Wertes von 3, 
besteht, unterhalb dieses Wertes aber in ihre Komponenten zer- 
legt ist. Wenn fiir das Plasmatrypsin solche Beziehungen gelter, 
miiBte es gelingen, in saurem Milieu Ferment und Hemmungs- 
kérper voneinander zu trennen und eine Aktivierung des inaktiven 
oder eine Steigerung des schwach aktiven Fermentextraktes aus 
Fibrin auch auf anderem Wege als durch die Kinaseeinwirkung 
zu erzielen. In der Tat ist es méglich, die Aktivitét des Fermentes 
durch Behandlung mit Tonerde der Sorte A in essigsaurer Lésunj 
betriichtlich zu steigern. Offenbar wird von dieser Tonerde det 
Hemmungskérper adsorbiert, wihrend das Ferment in der Rest 
lésung verbleibt. Ferner haben wir versucht, eine Trennung vol 
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Uber die Freilegung von aktivem Trypsin aus Blutplasma. 39 


| Ferment und Hemmungskérper durch Ultrafiltration der essig- 
' sauren Lésung zu erreichen, in der Erwartung, daB es sich bei 
' dem Hemmungskérper, wieder entsprechend den Untersuchungen 
' yon Kunitz und Northrop, um eine niedrigmolekulare Substanz 
| handelt, die im Gegensatz zum Ferment das Ultrafilter passieren 
' kann. Diese Versuche haben zu vollem Erfolge gefiihrt. Es gelang 
' durch einfache Ultrafiltration von schwach aktiven Fermentlisungen 
' deren Wirkung im giinstigsten Fall um 60 °/, zu steigern. 


Zu den bisher geschilderten Versuchen wurde nur das Fibrin 


‘und der von ihm adsorbierte Bruchteil des gesamten Plasma- 
' trypsinsystems benutzt. In der Absicht, die Fermentausbeuten 
' mu vergréBern, sind wir in weiteren Versuchen von der Gesamt- 
' eiweiBfillung aus Oxalatplasma ausgegangen. Die Anwendung 
yon zwei verschiedenen Methoden zur Fallung des Plasmaeiweifes, 
' nimlich der Trichloressigsiure- und der Acetonfillung, gab 
| wichtige Aufschliisse tiber die Zusammensetzung des Plasmatrypsin- 
' systems. Durch Fallung fermentinaktiven Serums mit Trichloressig- 
'siure erhilt man fermentaktive Praparate, wie wir aus unseren 
' Untersuchungen zur Krebsreaktion nach Fuchs (Dieckmann 
» und Schmitz’) bereits wissen. Durch Fallung mit Aceton erhilt 
"man aus Serum dagegen fermentinaktive Priparate. Es liegt 
'daher nahe, daB das Trypsinsystem des Plasmas durch die Be- 
‘handlung mit Trichloressigsiure vom Hemmungskirper _befreit 
" niedergeschlagen wird, durch Behandlung mit Aceton aber in dem 
' gleichen inaktiven Zustand, in dem es sich im unbehandelten 
' Plasma befindet, d. h. in Verbindung mit dem Hemmungskérper. 
| Danach wiirde Serum in dieser Hinsicht das gleiche Verhalten 
" zeigen, wie die Trypsin-Hemmungskérper-Verbindung des Pankreas 
' von Kunitz und Northrop. Diese wird durch Trichloressig- 
| siure in ihre Bestandteile zerlegt. Der aus seiner Verbindung 
- mit dem Ferment befreite Hemmungskérper des Pankreastrypsins 
' bleibt gelést, waihrend das aktive Ferment ausfallt. Aber auch 
» Aceton fallt aus Serum nur die Verbindung Ferment-Hemmungs- 
| korper, nicht den itiberschiissigen freien Hemmungskérper, so wie 
‘nach Kunitz und Northrop der freie Hemmungskérper des 
_ Pankreastrypsins durch Aceton nicht fallbar ist. WaBrige Lésungen 
' der Plasma—Aceton-Fallung, die keine Fermentwirkung zeigen, 
' besitzen infolgedessen auch nicht mehr die urspriinglich im Plasma 
| Vorhandene Hemmungswirkung. 


Der im wiaBrigen Aceton zuriickbleibende Hemmungskérper 
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des EiweiBniederschlages im Riickstand nachgewiesen werden, 
Der im Trockenrickstand befindliche Hemmungskérper wurde 
nicht von Petrolather, Ather und reinem Aceton geldst, dagegey 
von wasserhaltigem Aceton, 96°/,igem Alkohol und Wasser. 


Wenn die Verbindung zwischen T'rypsinsystem und Hemmungs. 
kérper als solche durch Aceton gefallt wird, miiBte es gelingen, 
das aktive Ferment auch aus der Acetonfallung des Plasmas mi 
den gleichen Methoden, mit denen dieses bei den inaktiven Fibrin. 
extrakten méglich ist, freizulegen. Unsere dahingehenden Versuche 
haben den erwarteten Erfolg gehabt. Durch Behandlung mit 
Tonerde A kann aus der essigsauren Liésung einer Plasma—Aceton- 
Fiallung die tryptische Aktivitit durch Wegnahme des Hemmung:. 
kérpers freigelegt werden. Ferner ist es méglich, durch Ultra. 
filtration aus der essigsauren Lésung der Plasma—Aceton-Fallung 
den Hemmungskérper zu entfernen, der im Ultratiltrat nach. 
weisbar ist. 

Die Wegnahme des Hemmungskirpers gelingt auch unter 
Verwendung von Frankonit als Adsorptionsmittel in saurer Lisung, 
jedoch sind hierbei die Ausbeuten an freiem Ferment bedeutend 
geringer als bei der Verwendung von Tonerde A. Versuche, eine 
Abtrennung des Ferments vom Hemmungskérper in neutraler oder 
alkalischer Lésung zu erreichen, muften nach den Ergebnissen von 
Kunitz und Northrop als wenig erfolgversprechend erscheinen, 
Trotzdem konnten wir eine geringe Aktivierung auch in neutraler 
Lésung erreichen. Es wurde nimlich mit Tonerde A bei neutraler 
Reaktion eine Adsorption des Ferments — im Gegensatz zu den 
Resultaten bei saurer Reaktion — erzielt, mit Tonerde B ein 
schwache Adsorption des Hemmungskérpers, wihrend Aluminiun- 
oxyd (Brockmann) und Tonerde C,, ebenso Frankonit, in nev 
traler Lésung angewandt, véllig wirkungslos waren. 

Nach unseren bisherigen Versuchsergebnissen kann als fest- 
stehend betrachtet werden: 

1. Das tryptische Fermentsystem des Blutplasmas_bestelt 
aus 2 Komponenten, dem Plasmatrypsin und der Plasmakinas¢. 

2. Durch Verbindung mit einem niedrig-molekulares 
Hemmungskérper ist das Fermentsystem im Blutplasma inaktiviert 

Nach 2. muB nicht nur das Ferment selbst, sondern auch 
die Kinase durch Hemmungskérper ,,blockiert“ sein. Denn nu! 
dann kann die Ferment-Hemmungskirper-Verbindung bestehen, 4s 
andernfalls ihre Aktivierungsreaktion mit der Kinase ablauten 





| wu 
F sov 
| Jec 


j Pla 


Fnac 


© kor 


; fall 
; die 


P als. 


| kor 
; heit 


| kor 
» beo 
: Ads 
aur 
| essl 
; ins 
F Ult 
) Her 


7 wirl 


 einz 


pking 
> Hen 
> isoli 
P tiscl 
q Ver 
- zu \ 
F ture 
F gekc 


such 
© durel 
» Ausy 
| wurd 
E besch 
p folge 


© und | 
F elnan 








len, 
rde 
gen 


1gs- 
xen, 
mit 
ri 
che 
mit 
Ol- 
1g8- 
tra. 
ung 


ch- 


ater 
Ing, 
end 
sine 
der 
von 
nen 
aler 
aler 
den 
pine 
uns 
els 


ests 


teht 
ase. 


rel 
jert. 


uch 
nut 
, da 
ifen 





Uber die Freilegung von aktivem Trypsin aus Blutplasma. 41 


| wirde. Ob im inaktiven Plasma der gleiche Hemmungskérper 
' sowohl Ferment wie Kinase ,,blockiert“, ist uns noch unbekannt. 

| Jedoch besteht keine Schwierigkeit, dieses anzunehmen, cd: im 
' Plasma ein UberschuB von freiem Hemmungskirper cuparimentell 
' nachweisbar ist. Das verschiedene Verhalten der beiden Hemmungs- 
| korper-Verbindungen bei der Gerinnung des Plasmas braucht jeden- 
' falls nicht gegen diese Annahme zu sprechen. Hierbei wird ja 
| die Ferment-Hemmungskérper-Verbindung, wie wir gesehen haben, 
» als solche vom Fibrin adsorbiert, wahrend von der Kinase-Hemmungs- 
| kérper-Verbindung nur die Kinase adsorbiert und dadurch in Frei- 
| heit gesetzt wird. Diese leichte Aufspaltbarkeit der Hemmungs- 
kérper-Verbindungen, die auch schon bei den Adsorptionsversuchen 
' beobachtet wurde, deutet darauf hin, daB es sich vielleicht um 


Adsorptionsverbindungen handelt. Bei den anderen Reaktionen 


' wr Freilegung des aktiven Ferments, der Fallung mit Trichlor- 
' essigsiure, der Adsorption des Hemmungskérpers an Tonerde A 
' insaurer Lésung und der Entfernung des Hemmungskérpers durch 
© Ultrafiltration wird aller Wahrscheinlichkeit nach die Trypsin- 
: Hemmungskorper-Verbindung zerlegt und das Ferment ohne Mit- 
' wirkung von Kinase in Freiheit gesetzt. 


Nachdem es uns so gelungen ist, Wege zur Abtrennung der 


: einzelnen Reaktionspartner des Systems Plasmatrypsin—Plasma- 
 kinase-Hemmungskérper aufzufinden, sind wir in der Lage, unsere 


Arbeiten iiber das Wesen der Art- und Krankheitsspezifitat der 


' Hemmungsreaktion des Blutplasmas mit Lésungen der voneinander 

' isolierten Komponenten durchzufiihren. Neben unserem prak- 
| tischen Ziel, die methodischen Bedingungen fir die diagnostische 
' Verwendung der spezifischen Trypsin-Hemmungskorper-Reaktion 

# zu verbessern, glauben wir damit auch der Frage nach den struk- 
turellen Verschiedenheiten artspezifischer Stoffe experimentell naher 
| gekommen zu sein. 


Experimenteller Teil. 
1. Versuche mit Fermentextrakten aus Fibrin. Das zu den Ver- 


F suchen benutzte Fibrin wurde in der schon friiher beschriebenen Weise 
' durch Reealeifizierung aus Oxalatplasma gewonnen. Nach griindlichem 
_ Auswaschen in flieBendem Wasser und Trocknen bei Zimmertemperatur 
_ wurde es zur Darstellung der Fermentlésung, wie ebenfalls schon friiher 
: beschrieben, mit der 50 fachen Menge n/10-Essigsiure extrahiert. Zu den 
folgenden Versuchen sind diese Extrakte verwendet. 


a) Aktivierung durch Adsorption. Bei den Versuchen, Ferment 


4 und Hemmungskérper in den Fibrinextrakten auf adsorptivem Wege von- 
_ ‘inander zu trennen, konnten wir uns Erfahrungen zunutze machen, die 
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diesen Versuchen zeitlich vorausliegen, aber erst spiter bei den Unter. 
suchungen iiber die Freilegung des Ferments aus dem Gesamteiwei8 des 
Plasmas beschrieben sind. So konnten wir hier langwierige Orientierungs. 
versuche mit verschiedenen Adsorptionsmitteln vermeiden. Die Verwendung 
von Tonerde A in saurer Lisung fiihrte sogleich zu dem gewiinschten Erfolg, 

45 cem essigsaurer Pferde-Fibrin-Extrakt wurden mit 5 cem einer 
Suspension von Tonerde A (Trockensubstanz = 7,7 °/,) */, Stunde sanft ge. 
schiittelt. Darauf wurde die Tonerde abzentrifugiert und die abgegossene 
Restlésung neutralisiert. Als Kontrolle wurde ein Teil der Ausgangslisung 
mit der der Tonerdesuspension entsprechenden Wassermenge versetzt und 
ebenfalls nach */, Stunde neutralisiert. Zur Priifung auf Fermentwirkung 
diente 1 cem der neutralisierten Lésungen, als Substrat wurden je 10 mg 
ausgekochtes, fermentinaktives Pferdefibrin und 10 mg Casein den Lésungen 
zugefiigt. Durch Zusatz von 1 ccm m/15-sekundiirer Phosphatlésung wurde 
auf p;, 8,8 eingestellt. Bebriitungsdauer 18 Stunden. 

Das Ergebnis ist in der folgenden Tabelle wiedergegeben. Rest-N. 
Bestimmung, wie auch bei allen folgenden Untersuchungen, nach der Mikro- 
methode von Fuchs’). 

Tabelle 1. 











____mg Rest-N-Zuwachs _ 
Substrat Fibrin Substrat Casein 








sa tara 0,0841 | 0,8475 
Adsorptionsrestlésung. . . . 0,1080 | 0,4225 





Die Aktivitit der Fermentlésung, gemessen an dem Rest-N-Zuwachs, 
wurde also durch eine einmalige Behandlung mit Tonerde A in essigsaurer 
Lésung um rund 25%, gesteigert. 

b) Aktivierung durch Ultrafiltration. Im Uberdruckapparat 
nach Thiessen wurden 10 ccm essigsaurer Fermentextrakt aus Rinder- 
fibrin durch eiweiSdichte Filter filtriert. Nachdem 8 cem des Extraktes 
durchfiltriert waren, wurde die Filtration beendet und der nicht filtrierte 
Rest des Extraktes mit 8 cem n/10-Essigsiiure wieder auf das urspriingliche 
Volumen aufgefiillt. Wéihrend der Dauer der Filtration — etwa 4 Stunden — 
blieb ein Teil des unbehandelten essigsauren Extraktes als Kontrollversuch 
stehen. Beide Lésungen — Kontrollésung und Filtrationsriickstand — 
wurden mit Normalnatronlauge neutralisiert. Zum Fermentansatz wurde je 
1ecm benutzt, als Substrat dienten 10 mg Casein. Durch Zusatz von 1 cem 
m/15-Phosphatlésung wurde auf p,;, 8,3 eingestellt. Bebriitungsdauer 18 Std. 

Die folgende Tabelle gibt 3 Versuche mit verschiedenen Fibrinextrakten 


wieder. Tabelle 2. 











mg Rest-N-Zuwachs : 




















Fibrinextrakt | Fibrinextrakt | Fibrinextrakt 

T 44 | T 45 T 46 

Kontroll-Lésung ... . 0,0400 |  0,0670 0,0616 
Filtrationsriickstand. . . 0,0643 0,0828 0,0783 





Aktivititssteigerung. . . | 60 °/, 24 %/, | 27 %J, 
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3 Der Grad der Aktivierung, der bei den einzelnen Priparaten ver- 
> cchieden ist, hiaingt von dem Gehalt des Fibrinextraktes sowohl an aktivem 
' wie an inaktivem Ferment ab. 


2. Versuche mit GesamteiweiBfallungen aus Plasma. — a) Frei- 


: legung des Plasmatrypsins durch Trichloressigsiurefillung. 
' Aus unseren Untersuchungen zur Krebsreaktion von Fuchs ist uns schon 
| pekannt, daB ebenso wie das Fibrin auch die durch Trichloressigsiure 
’ gewonnenen Serumpricipitate aktives Trypsin enthalten. Werden diese 
| Pricipitate in Phosphatlésung von py 8,3 suspendiert, dann bewirkt das 
' yorhandene Trypsin eine Aufspaltung des EigeneiweiBes der Substrate. 
' Ein besonderer Substratzusatz eriibrigt sich also hier. An einem Beispiel 
' wird im folgenden die Darstellung und Priifung eines solchen Plasma- 
| pricipitates gezeigt. 


20 ecm eines normalen und fermentinaktiven menschlichen Oxalat- 
plasmas werden mit der 11fachen Menge 2,5 °/,iger Trichloressigsiure 


| gefallt. Der Niederschlag wird abgeschleudert und durch Waschen mit 
' Trichloressigsiiure griindlich vom Reststickstoff befreit. Dann wird der 
' noch feuchte Niederschlag mit Wasser auf 100 ccm gelést und diese Liésung 
: mit 400 cem Aceton versetzt. Auf Zusatz von etwas Natriumacetatlésung 
' wird das Plasmaeiwei8 erneut gefillt und nunmehr mit Aceton gewaschen. 
' Nach dem Trocknen bei Zimmertemperatur betriigt die erhaltene EiweiB- 
» menge etwa 1,6 g. 


Zur Priifung auf Fermentwirkung werden je 20, 40 und 80 mg des 


| Priparates, entsprechend 0,25, 0,5 und 1 ccm Plasma, in Réhrchen ab- 
© gewogen und in 2 cem m/15-Phosphatlésung von py 8,3 suspendiert. Eine 
' Versuchsreihe wird als Leerkontrolle durch 1 stiindiges Erwirmen auf 70° 
| inaktiviert. Diese und eine zweite nicht erhitzte Reihe bleiben 18 Stunden 
' im Brutraum. Die Rest-N-Bestimmung gibt folgendes Resultat. 


Tabelle 3. 














Einwage 5 cena Rest-N-Zuwachs 
mg ccm mg 
20 0,25 0,0229 
40 0,5 0,0436 
80 1,0 0,0999 








Wir sehen aus Tab. 3, daB die Fermentwirkung bei einer Pricipitat- 


' menge, die 0,25 ccm Plasma entspricht, schon gut in Erscheinung tritt. 
_ Ferner beobachten wir ein geradliniges Ansteigen des Rest-N-Zuwachses 
' mit steigender Pricipitat- bzw. Fermentmenge. In dem MeBbereich, in 
' dem unsere Versuche sich abspielen, ist also die abgespaltene Reststick- 
| stoffmenge ein direktes MaB fiir die freie Fermentmenge. 


b) Acetonfillung. Nachweis des Hemmungsko6rpers in der 


q Acetonrestlésung. 20ccm menschliches Oxalatplasma werden durch 
| Zusatz von 80 ccm Aceton gefillt. Der Niederschlag wird erst mit 90°/,igem 
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wiBrigem Aceton, dann mit reinem Aceton gewaschen und schlieBlich he; 
Zimmertemperatur getrocknet. Ausbeute etwa 1,6 g. 

Eine 4°/,ige waiBrige Lésung dieses Priparates zeigt weder Selby. 
abbau noch tibt sie auf den Selbstabbau eines Trichloressigsiurepriiparate; 
eine wesentliche Hemmung aus. 

Die mit dem Waschaceton vereinigte Acetonrestlésung wurde jy 
Vakuum eingedampft. Der Riickstand wurde hintereinander mit je 20 cen 
Petrolither, Ather, reinem Aceton, 80 °/,igem wiBrigem Aceton, 96 °/, igen 
Alkohol und Wasser extrahiert. Nach Eindunsten der nicht wiibrigen 
Lésung wurde deren Riickstand in 20 cem Wasser aufgenommen. Durch 
Zusatz der gleichen Menge m/15-Phosphatlésung wurden simtliche Lisungey 
auf py, 8,3 eingestellt. Zur Priifung der Hemmungswirkung dieser Lésungey 
wurden in je 2ccm 40mg eines fermentaktiven Trichloressigsiurepriparate; 
suspendiert, und der Rest-N-Zuwachs in diesen Lésungen mit dem desselben 
Priparates in Phosphatlésung verglichen. Bebriitungsdauer 18 Stunden, 
Ergebnis in Tab. 4. 




















Tabelle 4. 
(Rest-N-Zuwachs in Phosphatlésung 0,0522 mg.) 
aut. Baereiitie Verinderung gegen 
Extrakt Phosphatkontrolle 
mg mg 

ee ee 0,0590 + 0,0068 
ee ee 0,0671 + 0,0149 
ib hoa bly 0,0513 + 0,0009 
Aceton 80%, ...... 0,0355 — 0,0167 
Alkohol 96°%/,...... 0,0482 — 0,0040 
ee a a 0,0432 — 0,0090 








In den Extrakten mit wiBrigem Aceton, wi8rigem Alkohol und Wasser 
ist eine antitryptische Wirkung deutlich nachweisbar. Petrolither- und 
Atherextrakt iiben dagegen eine foérdernde Wirkung aus. 


c) Aufteilung der Acetonfillung durch Adsorption. Die 
in Tab. 5 zusammengestellten Versuche zur adsorptiven Entfernung des 
Hemmungsk6rpers sind allgemein in der folgenden Weise durchgefiihrt: 


1g Acetonfillung aus Pferdeplasma wurde nach Zusatz von etwas 
Natronlauge in 100 cem Wasser gelést. Diese Lésungen wurden, nachdem 
sie auf das gewiinschte py eingestellt waren, mit den verschiedenen in det 
Tabelle genannten Adsorptionsmitteln in iiblicher Weise behandelt. Nach 
Abtrennung des Adsorbens wurde der nicht adsorbierte Teil aus der Rest: 
lésung mit Aceton gefallt, das Adsorbens mit alkalischen Elutionsmittels 
behandelt und die Lésung ebenfalls mit Aceton gefillt. Die Acetonfallungen 
wurden in Phosphatlésung auf ihren Selbstabbau gepriift. Hierzu wurde 
je nach der Ausbeute die 1 ccm Plasma entsprechende Menge Acetonfiillung 
in 2 ccm Phosphatlésung 18 Stunden bebriitet. 
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bei Tabelle 5. 
bs mg Rest-N-Zuwachs 
‘ates i Adsorbens Reaktion  |——-—— é ae 
Restlésung |  Eluat 
soa a neutral 0,0009 | 0,0207 
; = desgl. ee eee sauer 0,1219 — 
es ll ee ee neutral 0,0207 0 
igen  Tonerde C, ae ee ae eer ~ 0 | 0 
uch Frankonit KL. ...... ‘ a 0 | 0 
igen desgl, wt ts ieee vt sauer 0,0229 — 
igen #7 Aluminiumoxyd (Brockmann) . neutral 0 | 0 
“ates 
lben Je Nur die Adsorption mit Tonerde A in saurer Lésung ist hiernach von 
den, besonderem Erfolg begleitet. Dabei bleibt das Ferment aktiv in der Rest- 
; lésung. 
d) Aufteilung der Acetonfillung durch Ultrafiltration. 15g 
| Acetonfiillung wurden in wenig Wasser fein verrieben und durch 1 cem 
__. &® 1-Natronlauge in Lésung gebracht. Nachdem der Lésung 5,5 n-Essigsiure 
on [ae Zugesetzt waren, wurde sie auf 45 ccm mit Wasser aufgefiillt. 30 ccm 
le dieser Lésung wurden im Uberdruckapparat von Thiessen durch eiweib- 
dichte Filter filtriert. Wéahrend der Dauer der Filtration blieb der Rest 
= der Lisung unbehandelt. Nachdem 15 ccm durchfiltriert waren, wurde die 
Filtration abgebrochen und der Filtrationsriickstand mit 15 cem n/10-Essig- 
_ siure auf das urspriingliche Volumen aufgefiillt. Unbehandelte Kontrolle 
/und Filtrationsriickstand wurden neutralisiert, mit dem gleichen Volumen 
» n/15-Phosphatlésung auf py 8,3 eingestellt und auf ihren Selbstabbau gepriift. 
‘ Nach 18 stiindiger Bebriitung hatten 2 ccm der unbehandelten Kontrolle 
einen Rest-N-Zuwachs von 0,0008 mg ergeben, 2 ccm des Filtrationsriick- 
| standes dagegen 0,0284 mg. 
: Der im Ultrafiltrat befindliche Hemmungskérper wurde durch seine 
' Wirkung auf den Selbstabbau eines Trichloressigsiurepriparates nach- 
_ ' gewiesen. Das Ultrafiltrat wurde zu diesem Zweck neutralisiert und mit 
und @ “°™ gleichen Volumen Phosphatlésung versetzt. 80 mg Trichloressigsiure- 


_ pricipitat, die in 2 cem Phosphatlésung nach 18 stiindiger Bebriitung einen 

_ Rest-N-Zuwachs von 0,1170 mg aufwiesen, gaben mit 2cem des durch 
Die @| Phosphatlésung verdiinnten Ultrafiltrates nur mehr einen Rest-N-Zuwachs 
des [ge You 0,0697 mg. 


“ 2 — 3. Quantitativer Vergleich der aus Leukocyten und aus Plasma 
‘was MM lsolierbaren Trypsinmenge. Nach der von Willstitter und Rhode- 
dem J wald®) geschilderten Methode der fraktionierten Sedimentierung wurde aus 
: det J Oxalatblut ein Leukocytensediment gewonnen. Ein aus 300 cem Pferde- 
vach blut gewonnenes Sediment, das in 5 cem suspendiert wurde, enthielt 
test: Hi 1000000 Leukocyten, was einer Blutmenge von 100 ccm entspricht. Von 
iteln HR dieser Leukocytensuspension wurde in der gleichen Weise wie aus Blut- 
gel plasma eine Acetonfallung gewonnen, die ein Trockenpriiparat von 110 mg 
arde ergab. Auch aus dem Plasma des gleichen Blutes wurde zum Vergleich 
lung J cine Acetonfillung hergestellt. Beide Priparate wurden zur Freilegung des 
‘lrypsins in essigsaurer Lésung mit Tonerde A in der oben geschilderten 
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Weise behandelt. Die aus der Adsorptionsrestlésung durch erneute Fiillung 
mit Aceton hergestellten Priicipitate wurden auf Fermentwirkung gepriif, 
Hierzu wurden von beiden Priparaten Liésungen hergestellt, die in ihre 
Konzentration der urspriinglich im Blut bzw. Plasma vorhandenen ep. 
sprachen. Den Leukocytenfermentlésungen wurde wegen ihbres geringey 
EiweiBgehaltes 10 mg ausgekochtes Pferdefibrin als Substrat zugesetzt, wa; 
sich bei den Plasma-Fermentlésungen eriibrigte. Eine 1cem Blut en. 
sprechende Leukocyten-Fermentlésung ergab nach 18 stiindigem Bebriitey 
mit 10 mg Fibrin als Substrat einen Rest-N-Zuwachs von 0,0486 mg, eine 
Plasma-Fermentlésung, 1 cem Plasma entsprechend, dagegen 0,1449 mg, 


Zusammenfassung. 


Die Freilegung des durch Hemmungskérper_,,blockierten‘ 
tryptischen Fermentsystems des Blutplasmas, das aus Plasma. 
trypsin und Plasmakinase besteht, gelingt 

1. durch Behandlung mit Trichloressigsiure, wobei das Ferment 
aktiv gefallt wird, der Hemmungskérper gelést bleibt, 

2. durch Adsorption des Hemmungskérpers in essigsauret 
Ferment-Hemmungskorper-Lésungen an Tonerde A, 


3. durch Ultrafiltration essigsaurer Ferment-Hemmungskirpe- 
Lésungen, wobei das Ferment aktiv im Filtrationsriickstand bleibt, 
der Hemmungskoérper in das Filtrat geht. 

Der Hemmungskoérper, dessen Art- und Krankeitsspezifitit 
in anderen Arbeiten wahrscheinlich gemacht ist, zeigt das Verhalten 
einer niedermolekularen Substanz. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wi 
auch an dieser Stelle fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten. 


Literatur. 


1. H. Dieckmann u. A. Schmitz, Reichsgesdh.bl. 1937, 126. 

2. E. Abderhalden u. S. Buadze, Fermentforschg. 15, 166 (1932). 
3. Kunitz u. Northrop, J. gen. Physiol. 19, 991 (1936). 

4. Dyckerhoff, Miehler u.Tadsen, Biochem. Z. 268, 17 (1933). 
5. H. I. Fuchs, Z. exper. Med. 98, 70 (1936). 

6. R. Willstitter u. M. Rohdewald, Diese Z. 188, 111 (1930). 


im 
a 
a 
oa 
ee 
Soe 
Be 
Ress, 
Bee 
on 
cs, 
oi 
\Sg 
ee: 
ig 





bein 
siitt 
sehr 


| gebi 


p inl 





P einis 


wur 
ihne 
fetts 
Abb 
und 


| Dica 
Ini 


trag 


- auf 


und 
selte 


247, 


M.S. 
K. B. 


2 vel - 





ten" 
ma 





PNERER APE, Kelag MARE Ce oe eT 
CTE ee aE EN 


te eh 
COE 





Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel. VIII. 


Fiitterungsversuche an Hunde 
mit den Natriumsalzen normaler gesattigter Dicarbonsauren. 


Von 


P. E. Verkade, J. van der Lee und A. J. S. van Alphen. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Niederlindischen Handelshochschule 
und dem Reichsseruminstitut in Rotterdam.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Oktober 1937.) 


§1. Wir haben nachgewiesen, daB beim Menschen’) und 
beim Hunde?) nach Verabfolgung verschiedener einsiuriger ge- 
siittigter Triglyceride .unter méglichst gleichen Verhiltnissen in 
sehr verschiedenem Mafe durch w-Oxydation der Siurekomponente 
gebildete Dicarbonsiure im Harn ausgeschieden wird (Diacidurie). 
In beiden Fallen traten diese Siuren bis jetzt nur nach Genub 
einiger niederer T'riglyceride auf. 

Namentlich von B. Flaschentriger und dessen Mitarbeitern *) 
wurde aus dieser T'atsache sowie aus den Resultaten der von 
ihnen angestellten Versuche an Hunden mit fettsauren Salzen und 
fettsauren Estern der SchluB gezogen, daB die von uns entdeckte 
Abbauweise gesittigter Fettsiiuren — bestehend in w-Oxydation 


| uid nachfolgender bilateraler #-Oxydation der entstandenen 
| Dicarbonsiure — auf niedere Glieder der Reihe beschrinkt ist. 


© In ihrer zitierten Abhandlung von 1936 behaupten B. Flaschen- 


triger und K. Bernhard nachdriicklich, daB die w-Oxydation 


ES auf die Fettsiuren mit 8—11 Kohlenstoffatomen beschrinkt ist, 


' und daB also an eine ,,spezifische Tendenz zur w-Oxydation von 
| seiten der mittleren Fettsiiuren“ zu denken ist. Hier wird somit der 







') P. E. Verkade u. J. van der Lee, Biochemic. J. 28, 31 (1934). 
*) P. E. Verkade, J. van der Lee u. A.J.S. van Alphen, Diese Z. 


| 247, 111 (1987). 


) B. Flaschentriger, K.Bernhard, C.Léwenberg u. 
M.Schlipfer, Diese Z. 225, 157 (1984); B.Flaschentriger u. 
K. Bernhard, Helvet. chim. Acta 18, 962 (1935); Diese Z. 238, 221 (1936); 
vgl. aueh K. Schlumpf, Dissert. Univ. Ziirich, 1936. 
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prinzipielle Fehler begangen, aus dem Ausbleiben von Diacidurie 
auf das Nicht-Auftreten von w-Oxydation zu schlieBen. Auf ihn. 
liche Weise kénnte oder besser miifte man auch zu dem Schlusgse 
kommen, daB allein bei pathologischen Zustiinden, namlich, wen 
Ketonurie (Ketosis) auftritt, von einer nennenswerten unilateraley 
6-Oxydation von Fettsiuren die Rede ist. 

Ware dieser Standpunkt richtig, dann wire die von un 
gefundene Abbauweise von geringer physiologischer Bedeutung, 
da die niederen Fettsiuren in nur wenigen der gebriuchlichey 
Nahrungsfette in gréBerer Menge als Siiturekomponente auftreten, 
Unseres Erachtens ist ihr Standpunkt jedoch nicht aufrecht m 
erhalten. Die nachstehend zu besprechenden Untersuchungen lassen 
wohl wenig oder keinen Zweifel dariiber, daB alle gesiittigten 
Fettsiuren — allein mit diesen beschiftigen wir uns hier — 
auf die von uns gefundene Weise abgebaut werden. 


§ 2. Schon a priori war es nach unserer Meinung sel 
unwahrscheinlich, daB z. B. im menschlichen Organismus woll 
die endstindige Methylgruppe der Fettsiiuren mit 8—11 Koblen. 
stoffatomen zu einer Carboxylgruppe oxydiert werden kann und 
in ein paar Fallen (Caprinsiure und Undecylsiure) ersichtlich 
recht leicht, dagegen nicht diejenige der unmittelbar sich an- 
schlieBenden niederen und héheren Glieder dieser Reihe. Wie 
schon mehrmals von uns*) und auch von anderer Seite) dar. 
gelegt wurde, darf nicht aus dem Auge verloren werden, dab die 
von uns entdeckte und kiirzehalber w-Oxydation ge- 
nannte Methylgruppen-Oxydation bei Fettsiuren durch- 
aus nicht eine isoliert dastehende Erscheinung ist. I 
Gegenteil ist in der Literatur’) bereits eine sehr be- 
trichtliche Anzahl Faille von Methyl-Oxydation in vivo 
beschrieben worden, und zwar bei Verbindungen vol 
sehr verschiedener Konstitution. Als typische Beispiele 
kénnen die Bildung von Benzoesiiure aus Toluol, von Mandelsiure 
aus Methylphenylketon, von Hildebrandtsiure aus Geraniumsiiure, 


4) P. E. Verkade u. J. van der Lee, Chem. Weekblad 33, 163 (1936): 
P. E. Verkade, Bull. Soc. Chim. biol. 18, 989 (1936). 

5) R. Kuhn, F. Kohler u. L. Kohler, Diese Z. 242, 171 (1936). 

®) Vgl. die Ubersichten von K.Fromherz im Handb. norm. path. 
Physiol. 5, 1001 u.f. (1928), von H. Gesenius in E. Abderhaldens 
Handb. d. biol. Arbeitsmethoden IV, 5 (1. Hilfte), 863 u. f. (1931) und von 
K. Schlumpf, a. a, O. 
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' Citral, Geraniol und Dihydro-myrcen’), von 3-Methyl-nonen-(2)-di- 
| siure-(1,9) aus 3-Methyl-nonen-(2)-siure-(1)5), von Polyen-dicarbon- 
) siuren aus Monocarbonsiuren vom Typus H,C-(CH=CH),-COOH®) 
' und von trans-2-Apocampher-carbonsiure-(7) aus Campher’) dienen. 


Interessant ist in diesem Zusammenhange auch die von H. B. Stent, 


y. Subramaniam und Th. K. Walker”) erwihnte Bildung von Bernstein- 
' siure in Kulturen von Aspergillus niger mit Calciumbutyrat als Kohlen- 
' stoffquelle; mit Recht bemerken die genannten Forscher jedoch selbst schon, 
' daB auch eine andere Bildungsweise dieser Bernsteinsiiure als durch Methy]l- 
' Oxydation sehr gut denkbar ist. 


Durch die Annahme einer primar auftretenden Methyl-Oxy- 


_ dation finden verschiedene in vivo sich vollziehende Prozesse eine 
' sehr befriedigende Erklirung. Es sei z. B. auf die bekannte Beob- 
' achtung von H. Thierfelder und F. Klenk"™) hingewiesen, daB 
| u-Propyl- und n-Amylbenzol zu Benzoesiiure und n-Butyl- und 
_ n-Hexylbenzol zu Phenylessigsiiure oxydiert werden; das Schicksal 
' der durch w-Oxydation hieraus entstehenden w-Phenylfettsiuren 
| war nimlich schon durch die klassischen Untersuchungen von 
| F. Knoop”) aufgeklirt. Ferner seien der von B. Flaschen- 
| triger, K. Bernhard, C. Léwenberg und M. Schlapfer’) beim 
' Hunde gefundene Ubergang von 2-Methyl(benzolsulfony!)amino-do- 
' decansiiure-(1) in 2-Methyl(benzolsulfonyl)amino-hexandisiure-(1, 6), 
' und die kiirzlich von R. Kuhn, F. Kohler und L. Kohler) beim 
_ Kaninchen konstatierte Bildung von 3-Methyl-hexen-(2)-disiure-(1,6) 
| aus 3-Methyl-dodecen-(2)-siiure-(1) genannt; in diesen beiden Fiillen 
- soll dann der w-Oxydation eine 3-malige £-Oxydation folgen. 


Nach A. Ch. Chibnall und 8. H. Piper?) soll vielleicht die 


_ o-Oxydation eine Rolle bei der Bildung von Sabininsiure(12-Hydr- 
| oxy-dodecansiiure), Thapsiasiure (Hexadecandisiure), Juniperin- 
_ siure(16-Hydroxy-hexadecansiiure) und dergl. in der Pflanze spielen. 
' Ebenso ist bereits angenommen, daB das Zibeton aus Olsiure, und 
| zwar durch RingschluB des w-Oxydationsproduktes derselben ent- 
_ steht. Auch wird vermutet, daf Methyl-Oxydation eine Rolle bei 
den Ubergiingen zwischen Sterinen, Gallensiituren, Herzgiften, 


’) H. Hildebrandt, Arch. f. exper. Path. 45, 110 (1901); R. Kuhn 


| wu. K. Livada, Diese Z. 220, 285 (1938); R. Kuhn, F. Kébler u. L. Kohler, 
Ea. a. QO, 


*)) R. Kuhn, F. Kohler u. L. Kohler, Diese Z. 247, 197 (19387). 

*) Y. Asahina u. M. Ishidate, Ber. chem. Ges. 68, 947 (1935). 

*) J. chem. Soe. 1929, 1987. 11) Diese Z. 141, 13 (1924). 

") Hofmeisters Beitr. 6, 150 (1905). 

‘*) Biochemie. J. 28, 2209 (1934). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCL. 
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Sexualhormonen usw. spielt. Diese Beispiele lassen erkennen, daf 
iiberall die Erkenntnis einer Methyl-Oxydation als allgemeines 
und wichtiges biologisches Prinzip lebendig ist. 

Unser gleich nach dem Auffinden des ersten Falles yon 
Diacidurie!*) eingenommene Standpunkt, daB alle normalen ge. 
siittigten Fettsiiuren im Tierkérper w-Oxydation erfahren, ist mit 
das Resultat der Erwigung des in diesem Abschnitt vorgebrachten 
Tatsachenmaterials und fraglos der einzige logische. 


§ 3. Versuche von J. Baer und L. Blum!5, B. Flaschen- 
triger’’), H.G. Smith!”) und E. Andersen?’) mit einer oder 
mehreren normalen gesittigten Dicarbonsiuren mit 6—10 Kohlen. 
stoffatomen haben gelehrt, daB nach Verabfolgung der Natriun. 
salze, entweder durch subcutane Injektion oder per os, an Hunde 
ein betrichtlicher Teil der Siure im Harn ausgeschieden wird 
Y. Mori?®) konstatierte dasselbe fiir Adipinsiure beim Kaninchen 
und E.Andersen?%) beim Menschen. Andersen verabfolgte z.B, 
25 ¢ Adipinsiure als Natriumsalz in tiiglichen Dosen von 5¢ 
peroral an zwei Versuchspersonen und fand nicht weniger als 
55°/, baw. 72°/, der Siiure im Harn wieder. Diese Siuren sind 
also im Organismus schwer verbrennbar. Bisher wurde begrei- 
licherweise stillschweigend angenommen, daB solches auch bei den 
héheren Gliedern dieser Reihe der Fall sein werde. Der in §1 
wiedergegebene Standpunkt von b. Flaschentriger c. s. beziig- 
lich der von uns entdeckten Abbauweise der gesittigten Fett- 
siuren griindet sich selbstverstindlich auf diese Annahme. 

Bei den in Abhandlung VII dieser Reihe?°) in anderem Zt- 
sammenhange beschriebenen Fiitterungsversuchen an Hunden mt 
den Dinatriumsalzen von Sebacinsiiure und von Undecandisiiure 
wurden wir durch die T'atsache iiberrascht, daB die letztgenannte 
Siure (C,,) in betriichtlich geringerem Grade im Harn ausgeschieden 
wurde als die erstgenannte (C,,). Diese Beobachtung suggerierte 


14) P. E. Verkade, M. Elzas, J. van der Lee, Fri. H. H. de Wolff, 
Frau A. Verkade-Sandbergen u. D. van der Sande, Proc. Akad. 
Wetenschappen Amsterdam 35, 251 (1932). 

1°) Hofmeisters Beitr. 11, 101 (1908). 

18) Diese Z. 159, 297 (1927); B. Flaschentriger u. K. Bernhard, 
ebenda 2358, 221 (1936). 1%) J. of Biol. Chem. 103, 531 (1933). 

18) Vel. B. Flaschentriger, a. a. O., S. 299. 

1% J. of Biol. Chem. 35, 341 (1918). 

2) P. E. Verkade, J.van der Lee, A.J.S.van Alphen u. M. Elzas, 
Proce. Akad. Wetenschappen Amsterdam 38, 945 (1935). 
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die Unrichtigkeit der oben genannten Annahme und war denn 
auch der AnlaB zu vergleichenden Fiitterungsversuchen mit den 
Dinatriumsalzen mehrerer normaler gesittigter Dicarbonsiuren, 
welche nachstehend besprochen werden. 


$4. Fiir die betreffenden Versuche dienten die ausgewachsenen ge- 
sunden Hunde Tommy (etwa i2 kg, ¢&) und Fox (etwa 13 kg, @). Diese 
erhielten wiihrend drei aufeinanderfolgender Tage 2 mal tiiglich immer zu 
derselben Zeit (115 und 17") 2,5 g des Dinatriumsalzes der zu untersuchen- 
den Dicarbonsiure als Zusatz zu einer Mahlzeit, die aus 20—30 g Hunde- 
keks und 10—20g magerem Pferdefleisch bestand. Wasser wurde nach 
Belieben verabfolgt. Der wihrend der Versuchstage und mehrerer (wenigstens 
finf) darauffolgender Tage entleerte Harn wurde gesammelt. Bei den Ver- 
suchen mit Sebacinsiiure und Undecandisiiure war der Verlauf der Aus- 


' scheidung dieser Siiuren im Harn leicht — nimlich durch Versetzen der 


aufeinanderfolgenden Harnportionen mit konzentrierter Phosphorsiiure — 
zu verfolgen. Eine Gesamtdauer des Versuches von 8 Tagen erwies sich 
bei diesen Siiuren stets als reichlich geniigend. Es bestand kein einziger 


' triftiger Grund fiir die Annahme, da8 solches bei den iibrigen von uns 
' untersuchten Dicarbonsiuren nicht der Fall sein werde. Doch wurde hier 
' sicherheitshalber, namentlich bei der Untersuchung der héheren Siiuren, 
| die Versuchsperiode um einige Tage verlingert. Stérungen in den hier 
| besprochenen Versuchen durch Erbrechen, Diarrhée und dergl. kamen 
nicht vor. 


Zwischen den verschiedenen, mit demselben Hunde ausgefiihrten Ver- 
suchen lag immer ein auskémmlicher Zeitraum, wiihrend dessen das Tier 


' seine normale Lebensweise wieder aufnahm. 


Die benutzten Dicarbonsiiuren (C,, C,, Cz, Cy, C11, Cys, Cig) Waren in 


_ unserem Laboratorium hergestellt oder gereinigt, mit Ausnahme der Hexa- 


decandisiiure. Eine ansehnliche Menge dieser Siiure (Aquiv.-Gew. 142,8; 


_ Schmelzp. 123—124,5°) wurde uns in sehr liebenswiirdiger Weise von der 


S.A. M. Naef & Cie. (Firmenich & Cie. Sucers.) in Genf zur Verfiigung ge- 


_ stellt, der wir auch an dieser Stelle dafiir unseren verbindlichen Dank 


aussprechen. 
Mit jeder der Siiuren wurden bei demselben Hunde immer mindestens 
zwei soleche Versuche angestellt. Die wiihrend dieser Versuche erhaltenen 


_ Harne wurden so weit getrennt aufgearbeitet, bis sich in geniigender Weise 


Be.) 


gezeigt hatte, daB sie iibereinstimmende Resultate ergaben; zur Bestimmung 
der Menge unverindert ausgeschiedener Dicarbonsiiure wurden sie bequem- 
lichkeitshalber vereinigt. Die Aufarbeitungsweise des Harns und die Iso- 
lierung der vorhandenen Dicarbonsiiuren sind schon an anderer Stelle in 
hinliinglichem Mae beschrieben?’). 

Bei mehreren Versuchen mit verschiedenen Dicarbonsiuren — darunter 


| alle mit Brassylsiiure und Hexadecansiiure, bei welchen dies speziell von 


Bedeutung war — wurden auch die Faeces auf das Vorhandensein dieser 


*!) Vgl. P. E. Verkade u. J. van der Lee, Diese Z. 227, 215 (1934)5 


| P.E.Verkade, J. van der Lee, A. J.S. van Alphen u. M. Elzas, Proe. 
a Akad. Wetenschappen Amsterdam 38, 945 (1935). 


4* 
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Siuren untersucht, jedoch immer mit negativem Ergebnis; alle Dicarbop. 
siuren wurden vollstindig resorbiert. 


§ 5. Die nachstehende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die 
erhaltenen Resultate. 




















Tommy Fox 

— | unverindert " | unverindert 

verfiittert lausgeschieden verfiittert ausgeschieden 
C, Bernsteinsiure . . 21,9¢ | nichts — — 
C, Adipinsiiure .. . 23,1 g etwa 58 °/, — ~~ 
C, Korksiiure.... 24,0 g » wae ooo _ 
C,) Sebacinsiure ... 36,9 g ,» Bs 24,6 g etwa 28%, 
C,, Undecandisiure. . ee |l OT, 24,9 g . 2% 
C,; Brassylsiure .. . 25,42 sehr wenig? | 25,4 ¢ sehr wenig! 
C,, Hexadecandisiiure . 26,0 g nichts 39,0 g nichts 


Wir werden uns im folgenden ausschlieBlich mit den Dicarbon- 
siuren mit sechs und mehr Kohlenstoffatomen beschiftigen und 
zunachst die Frage zu beantworten suchen, warum diese Siuren 
in einem beim Ansteigen in der homologen Reihe so typisch ab- 
nehmenden Mae im Harn ausgeschieden wurden. A priori mubte 
hierbei entschieden die Méglichkeit im Auge behalten werden, daf 
die Ursache dieser Erscheinung in einer schnellen Abnahme der 
Resorbierbarkeit dieser Dicarbonsiuren (vielleicht in Verbindung 
mit ihrer schnell abnehmenden Lislichkeit in Wasser) bzw. ihrer 
Natriumsalze durch die Darmwand beim Ansteigen in der homologen 
Reihe liegen werde. Viel verlockender war jedoch die Annahme, 
daB beim Ansteigen in der Reihe die Verbrennbarkeit 
dieser Siuren im Organismus schnell zunimmt. Selbst- 
redend wire dann auch der Méglichkeit Rechnung zu tragen, 
daB beide Faktoren zu gleicher Zeit wirksam sind. Am schénsten 
ist die letztgenannte Annahme zu priifen durch vergleichende 
Versuche, bei welchen die Dicarbonsiiuren in Form ihrer neutraleu 
Natriumsalze durch Injektion zugefiihrt werden. Derartige Ver- 
suche sind jetzt im Gange. 

In der folgenden Weise hat sich jedoch inzwischen bereits 
ergeben, daB die eben genannte Annahme in der Tat richtig ist: 

In Abhandlung VII2°) wurde schon nachgewiesen, daB bei 
Fiitterungsversuchen an Hunden mit Sebacinsiiure (C,,) und mit 
Undecandisiiure (C,,) im Harn neben diesen Sauren auch die 
Dicarbonsiuren mit 8 und 6 bzw. 9 und 7 Kohlenstoffatomen vor- 
handen waren. Selbstredend haben wir auch bei den Fiitterungs- 
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yersuchen mit den iibrigen Dicarbonsiuren den Harn in dieser 
Richtung untersucht. Bei den Versuchen mit Korksiure (C,) 
ergab sich, daB neben dieser Siure noch die Dicarbonsiiure mit 
6 Kohlenstoffatomen anwesend war. Bei denjenigen mit Brassyl- 
siure (C,,), die selbst praktisch nicht zur Ausscheidung kam, fanden 
wir doch niedere Dicarbonsiuren, naimlich diejenigen mit 11, 9 und 
7 Kohlenstoffatomen, in namhafter Menge im Harn. SchlieBlich 
zeigte sich, daB auch bei den Versuchen mit Hexadecandisiure (C, ,), 
die selbst nie im Harn angetroffen wurde, dennoch niedere Dicarbon- 
siuren, und zwar diejenigen mit 10, 8 und 6 Kohlenstoffatomen, 
ausgeschieden wurden. In der nachstehenden Tabelle sind diese 


| Tatsachen zusammengefaBt. Sie fihren zu dem zwingenden SchluB, 
' daB die Dicarbonsiuren mit 6—11 Kohlenstoffatomen 


schwerer als die héheren Glieder der Reihe von dem 


| Organismus, wenigstens von demjenigen des Hundes, 





- yverarbeitet werden. 


Verfiittert Vorhanden im Harn 
C, Bernsteinsiure ...... — 
C, Adipinsiure. ....... C, 
C, MOWMMPO 2 ww ttt C, 8 
C,, Sepacimeiure ....... Cr C, C, 
C,, Undecandisiiure ...... Cy, C, C; 
C,, BremepeGere 2. ww sw ss G, C, C, 
C,, Hexadecandisiiure ..... Gy, C; C; 


Diese Versuche iiber die Verbrennbarkeit von Dicarbonsiuren 


' in vivo ergaben keine Fingerzeige fiir einen Gegensatz in dieser 
_ Hinsicht zwischen den geraden und ungeraden Gliedern der 
| homologen Reihe. Hiermit sei jedoch nicht gesagt, daB nach 
| unserer Ansicht ein solcher Gegensatz fiir absolut ausgeschlossen 
| erachtet werden muB?%), 


Die Frage nach der Ursache dieser Zunahme der Verbrenn- 


_ barkeit beim Ansteigen in der homologen Reihe lift sich am 
| besten im AnschluB an die Besprechung der oben bereits er- 
| wihnten Injektionsversuche behandeln. Hierfiir sei daher auf 
| Abhandlung XI verwiesen. Um einem méglichen MiBverstindnis 
' vorzubeugen sei hier noch bemerkt, daB wir mit dem Ausdruck 
' »Verbrennbarkeit“ nur sehr im allgemeinen die Verarbeitungs- 
_ néglichkeit durch den Organismus andeuten wollen, und da unter 
_ die Faktoren, welche diese beherrschen, a priori keineswegs aus- 
: schlieBlich die ,,Oxydationsgeschwindigkeit* der in Frage stehen- 





*) Vgl. F. P. Mazza, Arch. di Sci. biol. 22, Nr. 3 (1936). 
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den Dicarbonsiure**) — iibrigens ein sehr komplexer Begriff — 
rubriziert zu werden braucht. 

SchlieBlich bestitigen diese Tierversuche in wohl sehr iiber. 
zeugender Weise unsere bisher eigentlich allein auf Versuche mit 
Sebacinsiure und Undecandisiure sich stiitzende Auffassung, dag 
alle normalen gesdttigten Dicarbonsiuren durch bilate. 
rale #-Oxydation abgebaut werden. 


§ 6. Die obenstehenden T'atsachen lassen nach unserer Ap. 
sicht wenig oder keinen berechtigten Zweifel dariiber, daf in 
der Tat alle normalen gesittigten Fettsiuren vom Hunde 
auBer lings dem klassischen Wege der unilateralen 
6-Oxydation auch durch w-Oxydation und darauffolgende 
bilaterale #-Oxydation der entstandenen Dicarbonsiuren 
abgebaut werden. Allein fiir die w-Oxydation der héheren 
Fettsiiuren fehlt noch der direkte Beweis; hier muften wir uns 
leider noch mit dem Hinweis auf den allgemeinen Charakter der 
Methyl-Oxydation (§ 2) und mit ein paar Beweisen, daB die hoheren 
Dicarbonsiiuren sehr wohl als Zwischenprodukte akzeptabel sind 
(§ 5), begniigen. Selbstverstindlich bleibt unsere Aufmerksamkeit 
auf diese Liicke gerichtet, und wir werden versuchen, auch hier 
den exakten Beweis noch zu liefern. 

Es ist wohl fraglos, da8S dann auch bei anderen Tierarten 
und beim Menschen die von uns gefundene Abbauweise der Fett- 
siiuren eine Rolle spielt. Nihere diesbeziigliche Untersuchungen — 
unter anderem beim Kaninchen {das mit auf Grund der von 
R. Kuhn, F. Kohler und L. Kohler angestellten Experimente 
als ein sehr geeignetes Versuchstier betrachtet werden darf] und 
beim Menschen — stehen auf unserm Programm. Es darf er 
wartet werden, daB das quantitative Bild der Erscheinungen dabe! 
wechseln wird. 

Die zuerst von B. Flaschentriger und K. Bernhard”) 1 
der Literatur aufgeworfene und vorher auch schon bei uns aul 
getauchte Frage, ob fir das Auftreten von w-Oxydation eine ,,Ver- 


ankerung“ der Carboxylgruppe der Fettsiure férderlich oder not- 


wendig ist, kénnen wir hier dahingestellt sein lassen. 


23) Vgl. F. P. Mazza, a.a.0.; N. L. Edson, Biochemic. J. 30, 155) 


(1936). 
4) Helvet. chim. Acta 18, 962 (1935); vgl. auch B. Flaschentriger, 
K. Bernhard, C. Léwenberg u. M. Schlipfer, Diese Z. 225, 157 (1934 


und K. Schlumpf, a. a. O. 
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Zugleich erkliren die erwihnten Tatsachen wohl einigermaBen, 


/ warum nur niedere einfache Triglyceride bei Hunden*) — und 
' auch beim Menschen!) — Diacidurie bewirken. Der Verlauf der 
diacidogenen Kigenschaften dieser Glyceride beim Ansteigen in 
' der homologen Reihe ist aber noch keineswegs vollig durchsichtig; 
; namentlich besteht kein vélliger Parallelismus zwischen der diacido- 


genen Wirkung dieser Substanzen beim Hunde und der dort kon- 


' statierten Verbrennbarkeit der korrespondierenden, per os zu- 


gefiihrten co-Oxydationsprodukte: am stirksten diacidogen erwies 


' sich hier Tricaprylin (C,), am schwersten verbrennbar dagegen 
' nicht die korrespondierende Dicarbonsiure, sondern sehr vermut- 


lich Adipinsiiure (C,). Nihere Untersuchung ist hier notwendig. 
Wir wollen nicht den vielen Fragen, welche sich hierbei ergeben, 
vorgreifen. 


§ 7. Auf die wichtige Frage, wie normalerweise das quanti- 
tative Verhéltnis zwischen w-Oxydation mit darauffolgender bilate- 
raler 8-Oxydation einerseits und unilateraler #-Oxydation (und 


» eventuellen anderen Abbauweisen der Fettsiuren) andrerseits ist, 


liBt sich leider noch sehr wenig mit Sicherheit antworten. Es 


' liegt auf der Hand, daB dieses Verhiltnis fiir jede Tierart, fiir 
a 5 ? J ? 

_ jedes Individuum und auch fir jede Fettsiiure verschieden, und 
' daB es ferner von der Form, in welcher die Fettsiure verabfolgt 
| wird, abhaingig ist. Wir sind davon iiberzeugt, daf die erst- 
' genannte Abbauweise eine wichtige Rolle spielen kann. Die von 
|B. Flaschentriger und K. Bernhard) gestellte Frage, ob 
| das genannte Verhiltnis sich im Fall von Krankheiten andern 
' kann, muB fraglos in bejahendem Sinne beantwortet werden. Ein 
| Tag J ; 

' Argument hierfiir liegt z. B. schon in dem Zusammenhang beider 
-,.° 5 4 

| bisher bekannter Abbauweisen der Fettsiuren mit dem Kohlen- 
| bydratstoffwechsel, der in spiteren Abhandlungen aus unserem 
> . i I : eo, 8 : 

_ Laboratorium besprochen werden wird. Ubrigens neigt bereits 
der ,gesunde“ Mensch nicht immer, wie wir feststellen konnten, 
' in demselben Mafe zu Disiiureacidosis und Diacidurie. 


Die Kernfrage ist eigentlich immer, in welchem Grade eine 


_ Fettsiiture im Organismus iiber ihr w-Oxydationsprodukt verarbeitet 

_ werden kann, ohne daB die den ,,schwer verbrennbaren“ Dicarbon- 

Siuren zukommenden Schwellenkonzentrationen im Blut iiber- 

q ‘Schritten werden und infolgedessen Ausscheidung dieser Siiuren 
p durch die Nieren im Harn statiiadet. 


25) Helv et. chim, Acta 18, 967 (1935). 
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In diesem Zusammenhang muf noch eine Bemerkung pole. 
mischer Art gemacht werden. In § 1 wurde bereits mitgeteilt 


daB nach B. Flaschentrager und K. Bernhard die von yw; 


entdeckte Abbauweise auf die Fettsiuren mit 8—11 Kohlenstof. 


atomen beschrinkt sein soll. AuBerdem glauben diese Unter. 





sucher*®) nun logisch darlegen zu kiénnen, daB beim Mensche; 
und beim Hunde nur ein geringer oder sogar fast unbedeutende & 


Teil dieser Fettsiuren m-Oxydation erfahre, und zwar durch 
Kombination der Resultate von Fiitterungsversuchen mit Fett. 
siurederivaten (Natriumseifen, Estern, Triglyceriden) und derjenige 
von Fiitterungs- oder Injektionsversuchen mit den Natriumsalzey 
von Dicarbonsiuren. Gegen diesen Gedankengang sind ernst 
Einwinde anzufiihren, welche ibn beeintrichtigen. Zuniichst 
schlagen B. Flaschentriger und K. Bernhard, sich griindend 
auf die diesbeziiglichen alteren und sehr fragmentarischen Unter. 
suchungen (vgl. § 3), die Verbrennbarkeit der betreffenden Ji. 
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carbonsiuren in vivo als Ganzes entschieden zu niedrig an. Ferner & 


beriicksichtigen sie nicht die wohlbekannte Tatsache?"), dal 
infolge erhéhter Reaktivitaét neu gebildeter Molekiile Reaktionen 
oft anders verlaufen oder weitergehen als den Eigenschaften 
der gewohnlichen (nicht-aktiven) Formen der beteiligten Molekiil- 
arten entspricht. Gerade die normalen gesittigten Dicarbonsiiuren 
bieten schéne Beispiele dieser Erscheinung; in einer Abhandlung 
von P. E. Verkade*§) sind Faille aufgezihlt, in welchen durch 
Oxydationsprozesse gebildete Dicarbonsiuren im Augenblick ihres 
Entstehens eine stark erhéhte Empfindlichkeit fiir oxydativen 
Abbau besitzen. Es ist daher nicht angingig, die Resultate von 
Versuchen mit per os oder subcutan zugefiihrten Dicarbonsiuren, 
wobei der Kérper jedesmal mit diesen Substanzen iiberstrémt wird 
quantitativ auf Falle zu iibertragen, in welchen diese Siuren i 
vivo als Zwischenprodukte entstehen. In einer solchen Weis? 
wird zweifelsohne ein zu, ungiinstiger EKindruck der in Betracl 
kommenden Erscheinungen erhalten. 


Wir danken dem van’t Hoff-Fonds und dem Hoogewerff- Fond: 
fiir finanzielle Stiitze bei der Ausfiihrung dieser Untersuchungen. 


26) Helvet. chim. Acta 18, 966 (1935); Diese Z. 288, 221 (1936). 
2?) Vgl. z. B. H. J. Prins, Chem. Weekblad 11, 483, 784 (1914); 2B ei, 

389 (1926); F. R. Goss u. C. K. Ingold, J. chem. Soe. 127, 2776 (1926). F&F 
8) Rec. Trav. chim. Pays-Bas 46, 200 (1927). 


PLiihi 


pniihe 
Fund 


bregel 


Edas [ 


Liter 
edure] 


Ekenn: 
Punter 
EUrope 
phy: l 
PdaB i 
EU rop 
estroy 
: Porp! 
zum 

damit 








. VIII. 






































pole. 
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n uns [ber die bei akuter Porphyrie auftretenden Porphyrine. 
astoti. Yeu 

Jnter. Elisabeth Mertens. 

schen ‘ Mit 26 Figuren im Text und auf Tafel I und II. 

ender — 

durch {us der physiologisch-chemischen Abteilung der Hansischen Universitat, Hamburg.) 
Fett. (Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1937.) 

niger 

salzen [In einer kurzen Mittei‘ung') wurde iiber das Vorkommen von 


ernste Uroporphyrin I{I bei einem Fall von akuter genuiner*) Porphyrie 
vichst FH herichtet. Inzwischen konnte im Laufe von Monaten soviel Harn 
ndend dieses Falles (Kr.) gesammelt werden, daB das daraus gewonnene 
Jnter- % Porphyrin fiir weitere Untersuchungen und zur Darstellung einiger 
n Di: Derivate des Uroporphyrins III ausreichte. 

‘ern § Zwei weitere Fille von akuter genuiner Porphyrie mit 
, dab Lihmungserscheinungen (Gl. und Ew.) boten uns Gelegenheit zur 
tionen Muiheren Erforschung des Vorkommens der isomeren Formen | 
haften Hund I1f von Uroporphyrin und Koproporphyrin. 

lekil-%  riiher wurde die Ansicht vertreten, daf bei der Porphyrie 
ured Hrevelmifig das Uroporphyrin des bekannten [alles Petry, d. h. 
lung FF das Uroporphyrin I, ausgeschieden werde. Mehrere in der iilteren 
durch Literatur beschriebene Fille von Porphyrie, deren Porphyrin 
-ibres {durch einen vom Uroporphyrin I abweichenden Schmelzpunkt ge- 
ativel Mkennzeichnet ist (Tab. 1), damals aber noch nicht eingehender 
e volfuntersucht werden konnte, erregten bereits den Verdacht, daB das 
iuret, ® Uroporphyrin I nicht das einzige, natiirlich vorkommende Uropor- 
; Wird, Fpliyrin sei. Diese Vermutungen fanden ihre Bestitigung dadurch, 
ren 1B dai in neuester Zeit das bisher synthetisch noch nicht dargestellte 
Weise Uroporphyrin III aus Harn isoliert wurde. Sowohl Walden- 


tracht #strim**) als auch Verfasserin?) konnien bei Fallen von akuter 

/Porphyrie ein Uroporphyrin gewinnen, das durch Decarboxylierung 

(zum \oproporphyrin III abgebaut wurde; nach H. Fischer ist 
Fonds 


‘damit die Zugehérigkeit zur isomeren Reihe [iI festgestellt. Die 


] 
| 


Plemcntaranalyse2?!) bewies endgiiltig, daB es sich um einen 


Kinteilung nach Giinther (Erg. Path. 20, | 1922), zu dessen Zeit 


P 


we 
4); IE cing 


| pein meriebestimmung der Porphyrine noch nicht moéglich war. Nach 

26). pBchi s (Klin. Wsehr. 1934, 125) wohl als ,,sekundiire“ Porphyrie (aller- 
‘fines mit unbekannter Atiologie!) zu bezeichnen wegen der Ausscheidung 
pyon porphyrin ITI. 






‘Sevler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCL. ” 
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Korper der gleichen chemischen Zusammensetzung wie Uroy 
phyrin I handelt. Ferner gelang es kiirzlich H. Fischer?}), ; 
Hilfe der chromatographischen Analyse das yon ihm isoli: 
Uroporphyrin des Falles Petry in die beiden isomeren Ver!) 
dungen Uroporphyrin I und Uroporphyrin III aufzuteilen. 

Dieser Befund von H. Fischer fand seine Bestiitigung 
Versuchen von Rimington?’), der ausgedehnte Untersuchun 
iiber kongenitale Porphyrinurie bei 
Rimington zerlegte durch chromatographische Analyse ein | 
porphyrin vom Schmelzp. 276—277° (aus Knochen) in Uroyor- 
phyrin I vom Schmelzp. 293° und eine geringe Menge eines | 1o- 
porphyrins vom Schmelzp. 261°, das wohl als Uroporphyrin ||! 
angesehen werden mub. 

Durch diese Versuche kénnen die oben erwahnten ilteren 
Porphyriefalle mit abweichendem Schmelzpunkt des Uroporphyrins 
ihre Erklirung finden; vermutlich handelte es sich um Gemisc!|i 
wechselnder Mengen der isomeren Formen I und III des Uvo- 
porphyrins. 

Zu entsprechenden Ergebnissen fiihrten die vorliegenden Fille 
von akuter genuiner Porphyrie. Wihrend die weitere Unter- 
suchung unseres bereits in der kurzen Mitteilung veréffentlicliten 
Falles (Kr.) ergab, daB das mit dem Harn ausgeschiedene | ro- 
porphyrin der isomeren Reihe III angehért und hdéchstens so 
winzige Spuren der isomeren Form | beigemengt enthilt, dai 
diese nicht zur Krystallisation zu bringen waren, wurde bei der 
Untersuchung der beiden weiteren Fille (Gl. und Ew.) die gle 
zeitige Ausscheidung des Uroporphyrins I und Uroporphyrins | 
mit dem Harn festgestellt. Dabei ist das Mengenverhiltnis derart, 
daB iiberwiegend die Form III vorhanden ist, wihrend die Form | 
nur wenige Prozente des gesamten Uroporphyrins ausmacht. 

H. Fischer?!) weist darauf hin, daB nach den erwiihnten 
neueren Befunden eine ,genaue Unterscheidung von chronisclier 
und akuter Porphyrie durch das Auftreten von bestimmten |so- 
meren somit unméglich ist“. Er findet auch kirzlich?*) bei einer 
akuten (toxischen) Porphyrie nach Mi8brauch von Schlafmitteln. 
bei der sich die Porphyrie allerdings nur iiber wenige 'l'age e- 
streckte, ein Uroporphyrin vom Schmelzp. 279—280°, das nach 
dem Ergebnis der Decarboxylierung vorwiegend aus Uroporphyrin | 
besteht. Nachdem aber neuerdings das reine Uroporphyrin I ‘Je. 
Schmelzp. 302° haben soll, mu8 man wohl damit rechnen, ‘a! 
eine Beimengung von Uroporphyrin III vorhanden war. 


Rindern angesteéllt vat. 
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Tabelle 1, 


Zusammenstellung von Beobachtungen 
iiber Lichtempfindlichkeit bei Porphyriefiillen. 





l’ntersucher 


sener 

inger wt. Riesser *) 
iloy4 

Jit 

kcher u. Zerweck?®) . 
wkey u. Garrod ®) 


uden Bergh“) 


1 cher u. Mitarbeiter “) 


Becher u. Duesberg?) 


A) 
|. Duesberg '°) 
| cher u. Duesberg") 
t, 
eis 
cher u. Duesberg !%) 
1 
} 
Adenstrom 33), 
| esch u. Carrié, 
P} Valden ‘trom 14) 
° m ' 
ln udenstrdm, Fink und 
\'e loerburger 15) 
Tens 








Befund 


Urop. I 
Schmp. 293° 


Koprop. I 


Urop. 
Schmp. 255-257 ° 
Urop. 
Schmp. 262° 
Urop. 
Schmp. 275° 
Urop. 
Schmp. 283° 
Urop. 
Schmp. 286° 
Urop. 
Schmp..273 | 


) 


Koprop. 
Schmp. 158°, 
Koprop. III 


Schmp. 160-161 ° 


Koprop. III 


Schmp. 144-148° 
bzw. 160-168° 


Urop. 
Schmp. 281” 


Urop. 
Schmp. 269° 


Urop. 
Schmp. 274° 


Koprop. III 


Urop. (,,neues‘) 
Urop. 
Schmp. 255° 
Urop. 
Schmp. 243° 
(bzw. 258 u. 238°) 


Urop. III 
Schmp. 258° 


Koprop. II] 


Koprop. I 


Urop. | 


Schmp. 249-250 ° 


Schmp. des Cu- 
Kisters: 192-206" 





Diagnose 


Hiimatop. kong. 


Trional-Por- 


phyrie 


A. idiop. P. 


(mit Landry-Par.) 


Kongen. P. 


Kongen. P. 


Hiimotop. kong. 


Chron. P. 


Kongen. P. 


Kongen. P. 


AF. 


A. gen. P. 


Hydroa vaccini- 


forme 
A. P. 
Ai ?. 


As P, 


A. gen. P. 
(Fall Kr.) 


ae 


5* 





Licht- 
empfind- 
lichkeit 





7 


nicht an- 
gegeben 


ot 


nicht an- 
gegeben 


nicht an- 
gegeben 


0 
+ 


0 


nicht an- 
gegeben 


nicht an- 
gegeben 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 








Untersucher Befund Diagnose 
Fischer u. Libowitzky *°) _ Urop. Schlafm.-P. 
Schmp. 280° 
timington'’). . ... Urop. Koprop. Chron. P. | 
Schmp. 275-277° Schmp. 235° 
Dobriner'*) ..... Urop. Chron. P. ag 
Schmp. 280 | 
u. 258° | 
Dobriner’?) ..... Urop.(?) Koprop. (III?) Chron. P. | 
Dopriner™ .... » Urop. I Sulfonal. P. | » 
Schmp. 280° 
Dobriner u. Mitarb. *’) Urop. | Koprop. I Kongen. I’. | 
abd \ 7 Y | 
Fischer u. Hofmann?) Urop. Chron. P. 


Schmp. 302 
u. 261° 


| era Urop. Koprop. III A. gen. P. (Gl. 
(obige Faille) Schmp. 261° Schmp. des Cu- 
und sehr wenig Esters: 206° 
Urop. I 
Urop. Koprop. IT] A. gen. P. (Ew 


Schmp. 259°  Schmp. 168-170° 
und sebr wenig 
Urop. I 











Mit Ausnahme dieses Falles, der bei der Kiirze der |rank- 
heitsdauer wohl keine Beobachtung iiber eine etwa vorhande! 


gewesene Lichtempfindlichkeit gestattete, scheint allerdings 


nach den bisherigen Ergebnissen die Tatsache bestehen zu bleiben, 


daB im allgemeinen bei der kongenitalen Porphyrie 


wiegend Uroporphyrin I, bei der akuten genuinen Porplyri 
iiberwiegend Uroporphyrin Lil mit dem Harn ausgeschiede! 
wird. Hiermit kann im Zusammenhang stehen, daB bei der kon- 


sani 


genitalen Porphyrie des Falles Petry ausgesprochene Lic! 
empfindlichkeit und als deren Folge schwere Verstiimmelunge! 
vorhanden waren, wihrend bei den hier beschriebenen 3 | 
mit dem Vorherrschen von Uroporphyrin III eine Lichtem))ti 
lichkeit nicht beobachtet werden konnte. Das wiirde heiben 
die hochgradige Lichtempfindlichkeit an das Vorherrsche: 
Uroporphyrin I gekniipft ist. Das .,Riitselhafte“, das 

H. Giinther?%) darin zu liegen schien, .daB bei der 
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Hiimatoporphyrie keine Photosensibilisierung auftritt*, kénnte 


rae hierin seine Erklarung finden*) (vgl. Tab. 1). 
emptingim Das bei den vorliegenden 3 Fallen neben dem Uroporphyrin 


‘chk ar auch in vermehrter, jedoch hinter der des Uroporphyrins 
veh ge weit zurticktretender Menge ausgeschiedene Koproporphyrin gehért 
ceglf/ ebenfalls ganz tiberwiegend der isomeren Reihe II] an. Ob daneben 
noch Spuren Koproporphyrin I vorhanden waren, lieB sich nicht 
endgiiltig entscheiden. Damit ist erstmalig die gleichzeitige 
@ \usscheidung von Uroporphyrin III und Kopropor- 
~"'® =ophyrin I im Harn erwiesen, Das Auftreten der isomeren 
Form III des Koproporphyrins im Harn steht in Uberein- 
stimmung mit den Befunden bei der Bleivergiftung*‘)**). 


Porphyrine aus Stuhl. 





i. big. 25. Koproporphyrin-I1I - Methyl- Fig. 26. Koproporphyrin-l-Methyl- 
ster (Fall Kr.). Scehmelzp, 172—174°. ester (Fall Kr.). Sehmelzp. 244°. 





| bei einem neuerdings von Dobriner’®) veréffentlichten Fall 
“ts @ yon chronischer Porphyrie ohne Lichtempfindlichkeit kénnen 
Ps inliche Verhaltnisse vorgelegen haben wie bei unseren Fillen, 
doch gibt Dobriner an, daB das mit dem Harn ausgeschiedene 
Lroporphyrin zur Isomeriebestimmung nicht ausreichte; das Ko- 
proporphyrin des Harns sieht er als Koproporphyrin III an. 
| \us den Faeces dieses Falles hat Dobriner die krystalli- 
“" @ sierten Ester von Koproporphyrin I und Koproporphyrin II dar- 
lel vestellt. In Ubereinstimmung mit Dobriners Befunden steht 


) 
ié 
A 


as Ergebnis der Stublantersnchungen der vorliegenden Fiille. 


Nach einer freundlichen Mitteilung von a Dr. Bingel (jetzt 


Univ. Nervenklinik, Erlangen) wurde von ihm in Versuchen an Meer- 
inchen mit unserem Priparat Uroporphyrin HI rae vom Uroporphyrin | 
kannte photodynamische Wirkung nicht erzielt. 


¥ 


| 
Ch 


Vel. hierzu Gelmann (Miinch. med. Wschr. 1929, I, 532). 
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Von 2 Patienten, Kr. und Ew., stand eine gréBere Menge Fa: oo; 


fiir die Untersuchung zur Verfiigung: die Koproporphyrinfrak: joy 
bestand in beiden Fallen aus einem Gemisch von Koproporphy:n | 
und Koproporphyrin ITI. 

Diese neuesten Befunde von Dobriner und uns sind ip. 
sofern bemerkenswert, als bisher in der Literatur tiberhaupt ur 
ein Fall beschrieben ist, bei dem die Ausscheidung von Kojro- 
porphyrin III mit den Faeces beobachtet wurde. Es handelt sic/ 
um Hijmans van den Berghs®*) Fall einer chronischen kon- 
genitalen Porphyrie mit Koproporphyrin [II -Ausscheiduny jy 
Harn. Hijmans van den Bergh selbst gibt nur den Befuni 
eines Koproporphyrins mit abweichendem Schmelzpunkt an. [ie 
Identifizierung als Koproporphyrin III erfolgte durch H. Fischer 
und Mitarbeiter®®), In allen anderen bisher darauf gepriiften 
Fallen wurde aus dem Kot nur Koproporphyrin der isomere 
Reihe I isoliert [‘Tab. 2*)]. 

Von dem dritten Fall standen nicht geniigend Faeces zur 
Aufarbeitung auf Porphyrin zur Verfiigung. Allgemein muB gesazt 
werden, daB im Gegensatz zur kongenitalen Porphyrie keiner 
der 3 Patienten eine auffallend gesteigerte Menge Porphyrin it 
dem Stuhl ausschied. 

Der obige Befund konnte in jiingster Zeit durch die | nter- 
suchung der Faeces eines weiteren Falles von akuter Porphyri 
mit Lihmungserscheinungen (W.) bestiitigt werden. Das Unter- 
suchungsergebnis der zur Verfiigung gestellten Stuhlmenge war, 
daB das ausgeschiedene Koproporphyrin hier iiberwiegend in de 
isomeren Form III vorlag**). 

Im Serum ist bisher nur in vereinzelten Porphyriefiilleu 
soviel Porphyrin beobachtet worden, dali der Nachweis aut spektro- 
chemischem Wege gelingen konnte. Die erste derartige [eo 


*} Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen ist eine Abhand 
lung von Dobriner erschienen iiber die Porphyrinausscheidung in den 
Faeces [J. of Biol. Chem. 120, 115, (1937)]. Dobriner berichtet u. a. tide’ 
den Befund von Koproporphyrin III in den Faeces eines Falles vou 
Lebercirrhose und bei Bleivergiftung. Vigliani und Libowitzk} 
(Klin. Wschr. 1937, 1243) sowie Watson [J. clin. Invest. 16, 383 (105: 
finden dagegen bei Bleivergiftung Koproporphyrin I im Stuhl. 

**) Der inzwischen aus einer nur geringen Menge Harn isolierte Ur 
porphyrin-Methylester zeigte nach 5 maligem Umkrystallisieren den Seime'” 
punkt 259°, so daB auch bei diesem Fall vermutlich iiberwiegend Ur 
porphyrin III mit dem Harn ausgeschieden wird. Die spektrocolorimet:s¢)' 
Mengenbestimmung ergab einen Gehalt von etwa 0,1 mg-°/, Uroporp)y™ 
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Tabelle 2. 


Vorkommen isomerer Porphyrine in Harn 


Uber die bei akuter Porphyrie auftretenden Porphyrine. 














1On und Faeces von Porphyriefillen. 
n | ‘ P | 
—— = on: er a orphyrin a 
| Untersucher Porphyrin im Harn im Stuhl Diagnose 
In- = —= : <= 
ur Fischer’). . . + +«)]  Urop. 1 Koprop. I Koprop. I Himatop. 
: : \ Schmp. 293° Schmp. 249-250°] Sechmp. 250° kongen. (Petry 
‘oh fggecher TL. Hofmann ?)| Urop. 1 desgl. 
— Schmp. 302° 
On u. Urop. III 
im Schmp. 261° 
ind (Fischer u. Zerweck °) Urop. Koprop. I Kongen. Porphy 
io i Schmp. 275° Schmp. 247-251°] rie (Molzberger 
er ckey u. Garrod’) . Urop. Koprop. | Chron. kongen. |’. 
Schmp. 283° Schmp. 248° 
Le] 
a hby ' Urop. Koprop. | Hiimatop. 
re Schmp. 286 ° Schmp. 245° kongen. 
fimans van den Bergh, Koprop. III Koprop. III | Kongen. P. 
Zur Fischer u. Mitarb.°) Schmp. 160-161°| Schmp. 162 
act , bzw. 140° 
ner ieiss"') Urop. Koprop. I A. P. 
dt Schmp. 274° Schmp. 247-250° 
pbriner'® Urop. (?) Koprop. (III?) Koprop. I Chron. P. ohne 
Schmp. 238—239°| Lichtempfind- 
er u. Koprop. III | lichkeit 
Ti Schmp. 170-175° 
‘ bzw. 135° 
ay, ppebriner u. Mitarb. °°) Urop. | Koprop. I Koprop. | Kongen. P. 
der fipmington © Urop. | Koprop. I Koprop. I Kongen. P. 
Schmp. 293° Schmp. 235° |Schmp. 243-244° 
u. Urop. III 
len Schmp. 260° 
rO- Mialdenstriém '*) , Urop. III Koprop. I A. P. 
” Urop. I Koprop. I Koprop. I P. m. Lichtemp- 
findlichkeit 
ud fens 2... Urop. III Koprop. III Koprop. I A. gen. P. 
lel Bobiger Fall Kr.) Schmp. 258° Schmp. des Cu-| Schmp. 244° 
ber Esters: 206° | u. Koprop. III 
vou Schmp. 172-174° 
KY * plan Se Urop. II Koprop. HI Koprop. I A. gen. P. 
fobiger Fall Ew.) Schmp. 259° Schmp.168-170°} Schmp. 240° 
u. sehr wenig u. Koprop. III 
10 Urop. I Schmp. 176° 
Pi q 
ro acitung ist von O.Schumm*54) mitgeteilt worden, der (1916) 





das Vorkommen von Uroporphyrin im Blutserum bei kongenitaler 
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Himatoporphyrie unter Benutzung des von ihm beschriebe 
GittermeBspektroskops entdeckte und den Gehalt bei einer spiter 
an demselben Kranken wiederholten Untersuchung zu angeniih; 
1 mg-°/, bestimmte; der Harn enthielt zur gleichen Zeit etwa 
0,03°/, Porphyrin. Auch auf spektrographischem Wege, durch 
zahlenmibige Feststellung der Violettabsorption, ist der Nachweis 
des Uroporphyringehaltes am Blutserum dieses Falles von Sch. 
erbracht worden?>*), Bei wiederholten, im Laufe mehrerer Jalie 
vorgenommenen Untersuchungen ermittelte Sch. am Blutserin 
regelmaiBig einen Gehalt an Uroporphyrin*). Im Pleuraexsu<at 
fand Sch.?°*) Koproporphyrin neben Uroporphyrin, und zwar gelang 
der spektroskopische Nachweis schon bei der Verarbeitung von 
wenigen Kubikzentimetern des Exsudates. H. Fischer uni 
Zerweck?®**) gelang zunichst (1923) am Serum desselben Himato- 
porphyrie-Kranken nur der Nachweis von Koproporphyrin. — [ei 
einer spiiter an demselben Kranken vorgenommenen Untersucliung 
gelang H. Fischer und Zerweck?”®*") auch der Nachweis vou 
Uroporphyrin. 

Hijmans van den Bergh und Grotepass®’) beschreiben 
2 Falle von Porphyrie ohne Porphyrinurie; bei dem ersten ist 
im Serum Koproporphyrin spektroskopisch nachgewiesen. Weitere 
Befunde iiber das Vorkommen von Koproporphyrin im Serum 
erheben Hijmans van den Bergh*’) sowie Schreuss uni 
Carrié**) bei kongenitaler Porphyrie, ferner Hoesch und Carric 
bei dem Fall von akuter genuiner Porphyrie, bei dem im Harn 
das Uroporphyrin vom Schmelzp. 255° beobachtet wurde. In 
jiingster Zeit hat Rimington?*) bei den bereits erwihnten [or- 
phyriefiillen der Rinder aus dem Blutplasma Koproporphyrin 
isoliert und es durch den Schmelzp. 2483—244° als Kopro- 
porphyrin I identifiziert. Bei den meisten weiteren Fallen wurde 
Porphyrin in spektroskopisch nachweisbarer Menge vermiBt. Auch 
bei unseren Patienten war der Porphyringehalt des Serums so 
gering, daB das Porphyrin nur mit Hilfe der Ultraviolett-Spektro- 
graphie und der Fluorescenzpriifung iiberhaupt erfaBt werden 
konnte. Es handelte sich um ein itherlésliches Koproporphymn 
und zeitweise (Fall Kr.) um ein iitherunlisliches aber essigesier- 
lésliches Porphyrin (Uroporphyrin III ?). 

Im Serum gesunder erwachsener Menschen sind spekiro- 
skopisch nachweisbare Mengen von Porphyria nach den iiberein- 
stimmenden Beobachtungen von Schumm), Papendieck. 
Grzeschiuchna, Hijmans van den Bergh, neuerdings «1 
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Vonnotti2®‘) nicht vorhanden. Die gegenteiligen Angaben von 
H. Fischer und Zerweck, die auch noch in das soeben er- 


rt J schienene Werk von H. Fischer und H. Orth ,,Die Chemie 
va [E des Pyrrols*, Bd. II,1, itibernommen sind, miissen als widerlegt 
ch EF gelten 25¢ umd 25%) Man vel. hierzu die Anmerkung von H. Fischer 
is TE (Diese Z. 132, 16). 

nF Von dem aus dem Harn in gréBerer Menge isolierten Uro- 


"porphyrin HI-Methylester wurden einige Metallkomplexverbin- 
om dungen in krystallisierter Form dargestellt. Unter diesen zeichnen 
“i sich die Nickel- und Silberverbindungen durch ihre sehr gute 
Krystallisierfahigkeit aus. Die Manganverbindung wurde aus 
‘1 @ Xssigester krystallisiert erhalten, die Zink- und Cadmiumverbin- 
dungen in iiblicher Weise aus Chloroform—Methanol. Jedoch sind 
“die Mangan- und Zinkverbindungen wegen ihres hohen Schmelz- 
' punktes fiir die Identifizierung wenig geeignet. 


vn Die Trennung der isomeren Formen I und III des Kopro- 
porphyrins gelang durch die Behandlung der Methylester mit 


) [—E kaltem Methanol. Koproporphyrin III-Methylester ist in 
st (  kaltem Methanol loslich*), wibrend Koproporphyrin I-Methyl- 
re (ester bei Zimmertemperatur darin praktisch unléslich ist, d. hb. 
m man erzielt eine Trennung der beiden Verbindungen, wenn man 
iE die Behandlung mit Methanol beschleunigt durchfiihrt. Mit 
ia) — Hilfe des gleichen Verfahrens konnte auch entschieden werden, 
+» (@ Welches der beiden Uroporphyrine vorliegt, indem zuniichst das 
in @  (lroporphyrin bzw. das Uroporphyringemisch durch Behandeln 
r (— mit Salzsiure unter Druck teilweise decarboxyliert und das so 
in (_ erlaltene Koproporphyrin nach der Veresterung mit kaltem reinsten 
»- (— Methanol versetzt wurde. Der im Methylalkohol lisliche und 
le der unlésliche Anteil wurden je fiir sich aus Chloroform—Methanol 
) (&  krystallisiert. Wo vom Koproporphyrin III-Methylester nur eine 
 [— kleine Menge vorlag, wurde, da dieser zu triage krystallisiert, die 
. (& ‘eichter krystallisierende Kupferverbindung dargestellt und deren 
1 (& Schmelzpunkt bestimmt. Durch diese Methode der Trennung der 
» Leiden isomeren Formen und die Krystallisation des Koproporphyrin 


- (— [ll-Methylesters als Kupferverbindung eriibrigte sich die Identifizie- 

_ tung mit Hilfe der p,,-Fluorescenzkurven *°) (die iibrigens sehr viel 
- “bung im Ablesen der sehr dunklen Vergleichsfelder erfordert 
\- nc fir die Dauer das Auge angreift!). 


H. Fischer. Liebigs Ann. 458, 120 (1927). 
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Bei dem Fall Kr. wurde in der ,,vorliufigen Mitteilung 
bereits auf das gleichzeitig ausgeschiedene Uroporphyrin yy 
Schmelzp. 242° hingewiesen, das sich durch seine gute Léslic|)- 
keit in Methanol und KEssigester!®) auszeichnet. Von diesem 
Korper konnte jetzt soviel isoliert werden, daB ein Abbau zim 
Koproporphyrin méglich war. Der daraus gewonnene Methylesier 
zeigte auch nach dem Umkrystallisieren einen tiefer liegen:en 
Schmelzpunkt und eine andere Lislichkeit als der Methyleste: 
des Koproporphyrins III. Die iibliche Krystallisation aus Chloro- 
form—Methanol gelang nicht, dagegen konnte er aus reinow 
Methanol krystallisiert erhalten werden. Der Schmelzpunki 
des Esters hegt nach mehrfachem Umkrystallisieren bei 135° 
die Kupferverbindung des Methylesters schmilzt bei 165° Lin 
Koproporphyrin mit gleichem Schmelzpunkt des Methylesters, 
jedoch etwas héherem Schmelzpunkt der zugehérigen Kuypfer- 
verbindung wurde friiher von H. Fischer*!) synthetisch gewonnen 
und als f-Iso-Koproporphyrin bezeichnet. Er vermutete, dal} es 
Koproporphyrin III ist, doch bleibt es auffallend, wie H. Fischer 
schreibt, daB keine veriinderlichen Schmelzpunkte beobachtet wurden. 

Das gleiche Verhalten zeigt das hier gewonnene Kopro- 
porphyrin. 

Von den 3 Patienten kam Ew. ad exitum, so daB bei diesem 
Fall eine Untersuchung von Organen und Knochen vorgenomien 
werden konnte. Die Organe enthielten keine nennenswerten Mengen 
Porphyrin; in der Leber wurde spektroskopisch eine geringe Menge 
Hamaterinsiure (= Protoporphyrin) und auch Uroporphyrin nach- 
gewiesen. In den hellen Knochen konnte auf spektrochemiscliem 
Wege kein Porphyrin festgestellt werden. Dieser negative Betund 
steht in auffallendem Gegensatz zu dem Ergebnis der Knochen- 
untersuchungen des Falles Petry*’), bei dem die braunrot ge- 
firbten Knochen Uroporphyrin enthielten. 


Versuchsteil. 


I. Fall Kr. 42jihriger Gastwirt, 1. VII. 1935 Aufnahme in das 
Krankenhaus mit der Diagnose: Lebererkrankung? Die klinische Diagnos 
lautet: Polyneuritis mit Porphyrinurie; zeitweise Lihmungen, Magen-Darn- 


*) Die Schmelzpunkte sind mit dem Mikroschmelzpunktsbestimmings 
apparat nach Prof. Kofler ausgefiihrt. Zur leichteren Ubersicht sind av 
S. 77 die in der Literatur angegebenen Schmelzpunkte der Kopro- und (ro 
porphyrine der isomeren Reihen I und III in einer Tabelle zusammenges'e''t. 
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stirungen. Lichtempfindlichkeit kann nicht beobachtet werden*), nur dunkle 
Hautpigmentation. Nach mehrmonatigem Aufenthalt im Krankenhaus sind 
die Liihmungserscheinungen soweit zuriickgegangen, daB der Patient in ein 
Versorgungsheim entlassen werden kann. Die Porphyrinausscheidung im 
Harn ist wesentlich geringer geworden, jedoch nicht wieder auf normale 
Werte heruntergegangen. Seit Mai 1937 befindet sich der Patient wieder 
in ‘irztlicher Behandlung. Die Porphyrinausscheidung ist seit Januar-Februar 
wif einen durchschnittlichen Gehalt von 1—2 mg-°/, gestiegen. Die Nerven- 
erscheinungen sind zur Zeit nur geringfiigig; Lichtempfindlichkeit wird 
wieder nicht beobachtet**). 

Der auf der Hohe der Erkrankung rot gefiirbte Harn zeigt bei direkter 
spektroskopischer Beobachtung folgendes Spektrum: 


640 wu 615 uu 
nicht scharf begrenzte Bande schmaler Streifen 
576 uu 450 uu 


starke, breite Banden 
Auf Zusatz des gleichen Volumens 25°/, iger Salzsiiure schliigt das 
Spektrum um in das Porphyrin-Siure-Spektrum: 
I. 595 up; Ill. etwa 552 wu. 


Der Farbstoff ist also gréBtenteils in einer Form vorhanden, die ein 
sogenanntes ,,metallisches Spektrum“ *’) gibt. Um sicher zu sein, daB dieses 
Spektrum sich nicht erst beim Stehen in den GlasgefiiBen gebildet hat, 
wurde eine Probe Harn in einem Quarzkolben aufgefangen und sofort 
untersucht. Spektrum in 4 cm-Schicht: etwa 577 und 541 uu. Man muf 
demnach schlieBen, dafi der Farbstoff im Harn schon urspriinglich in einer 
Form enthalten ist, die ein metallisches Spektrum gibt, so wie es bereits von 
friiheren Untersuchern und auch von Giinther beschrieben wird. Der 
Farbstoff ist zum groBen Teil durch Essigsiiure fiillbar. 

Im frischen Harn liegt ein Teil des Farbstoffes in Form der Leuko- 
verbindung, des Porphyrinogens, vor. So konnte zeitweise beim Stehen 
des Harns eine Zunahme des Porphyringehaltes bis auf das Mehrfache der 
urspriinglich vorhanden gewesenen Menge beobachtet werden. 

Der nt, ga Sl anere des Harns belief sich in der ersten Zeit auf 

durchsehnittlich 5—10mg-°/,, zeitweise auf 20 mg-°/,, so dab die Tages- 
aussche ‘idung vielfach 100 mg erreichte. Gleichzeitig wurde Koproporphyrin 
. zu einer Menge von 1,1mg am Tag mit dem Harn ausgeschieden. 


Verarbeitung des Harns. Je 1 Liter Harn wird mit 30 cem destil- 
liertem Eisessig versetzt; nach mehrwéchigem Stehen wird abfiltriert. Die 
Rohfillung wird in Kaliwasser gelést, abfiltriert und der Niederschlag 
getrocknet. Dieses Rohporphyrin wird durch vielfaches Behandeln mit 
warmem Eisessig von dem beigemengten Koproporphyrin und braunen 


*) Niheres iiber das klinische Bild vgl. A. Bingel: ,,Uber Porphyrie“ 
in Yortschritte der Neurologie 9, 265 (1937). 

*) Anmerkung bei der Korrektur: Die Krankheitserscheinungen 
haben inzwischen eine Verschlechterung erfahren, mit der ein entsprechen- 
der Anstieg der Porphyrinausscheidung einherging (z. B. 14 mg-°/, Urop. 

| 1.9 mg-°/, Koprop.). 








6S Elisabeth Mertens, 


Begleitfarbstoffen befreit (Behandlung der Eisessiglésung vgl. unten). |); 


zuriickbleibende Roh-Uroporphyrin wird mit 25 °/,iger Salzsiure iibergoss: 
dabei geht das Uroporphyrin in Lésung, braun-schwarze Verunreinigung 


bleiben ungelést. Die salzsaure Lésung wird unter Kiihlung mit starker 


Lauge im dunklen Raum alkalisch gemacht (lichtempfindlich!), dann j:jit 
Kisessig angesiuert. Das jetzt ausfallende gereinigte Uroporphyrin wird 
abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. 

Zur Veresterung wird das Priiparat mit 1°/, Salzsiure-Methano| 
1 Stunde am RiickfluBkithler gekocht und dann iiber Nacht stehen gelass1. 
Bei manchen Verarbeitungen fiel jetzt etwas Farbstoff als Kupferverbindun* 
aus. In dem Fall wurde abfiltriert. Das Filtrat wird unter Sodazusatz jit 
Chloroform ausgeschittelt. Nach dem Waschen und Verdunsten des Chloro 
forms erhilt man den Uroporphyrin-Ester als Riickstand. Dieser wird aus 
Chloroform—Methanol zur Krystallisation gebracht und aus Chloroform 
Methanol umkrystallisiert. 


Nach 3—4 maligem Umkrystallisieren . . . Schmelzp. 257—25s 
Nach 10 maligem Umkrystallisieren ... . . 258° 


Die auf Uroporphyrin-Methylester stimmende Elementaranalyse dieses 
K6rpers wurde bereits in der ,,kurzen Mitteilung‘'), iibrigens an einem iden 
tischen Priparat auch von Waldenstrém”) angegeben. Ebenso war beider 
seits die zum Koproporphyrin III fiihrende Decarboxylierung durchgefiilrt. 


Decarboxylierung des Uroporphyrin-Methylesters vom Schmelz 
punkt 258°. 20 mg Uroporphyrin-Methylester werden mit 50 cem 2°), iger 
Salzsiiure im Autoklaven 3 Stunden auf 180° erhitzt. Das Reaktionsprodukt 
wird durch Filtrieren von geringen Mengen Ungeléstem befreit, in be 
kannter Weise iiber Ather und Salzsiiure gereinigt und aus der salzsauren 
Lésung das Porphyrin ausgefiillt. Der Niederschlag wird verestert. De 
entstandene Koproporphyrin-Methylester krystallisiert nur in geringer Meng: 
aus, die Krystalle haften an der Wand des Krystallisationsgef Bes. 


Schmelzpunkt des Esters . ... 142° 
Umkrystallisiert . ... . .. . Schmelzpunkt bis 173° 


Ein Teil des Esters wird in Eisessig gelést und durch Aufkochen mit 
Kupferacetat in die Kupferverbindung des Esters iiberfithrt. Krystalli 
sation aus Chloroform—Methanol: Schmelzp. 200°. 

Bei spiiteren Krystallisationen der Kupferverbindung des Kopropor 
phyrin III-Esters wurde nicht immer der gleiche Schmelzpunkt erhalten, 
so daB scheinbar auch die Kupferverbindung sich entsprechend verhiilt wic 
der Koproporphyrin III-Ester selbst. Es wurden die Schmelzp. 192 und 206 
beobachtet und, wie im vorliegenden Fall, auch dazwischen liegende Werte: 

Bei spiiteren Abbauversuchen wurde der erhaltene Koproporphyrin 
Methylester mit kaltem Methanol behandelt; dabei geht das Priparat fast 
restlos in Lésung. 


Krystallisation aus Chloroform-Methanol . . . . Schmelzp. 135° 
ee ee ae ne 7 iwi” 
*) Da die Porphyrine mit winzigsten Mengen Kupfer vielfach s:lir 


leicht komplexe Verbindungen eingehen, miissen bei der priiparativen \ +r 
arbeitung reinste Reagentien Verwendung finden. 
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sis Kin winziger Anteil des Koproporphyrin-Esters lést sich nicht in 
feihanol, ist aber nicht zur Krystallisation zu bringen. 

Der erhaltene Koproporphyrin-Methylester ist demnach Kopropor- 
T phyrin III-Methylester. 


=> 


Aufarbeitung der Mutterlaugen des Uroporphyrin-Methylesters 
vom Schmelzp. 258°. Die gesammelten Mutterlaugen der Uroporphyrin- 
Methylester-Krystallisationen werden zur Krystallisation angesetzt, die er- 
haltenen Krystalle mehrfach umkrystallisiert. Die hierbei gewonnenen 
‘ '  Mutterlaugen werden wiederum zur Krystallisation gebracht:; dabei wird ein 
dem Uroporphyrin III-Methylester in der Krystallform sehr iihnlich sehen- 
der Kérper erhalten, dessen Schmelzpunkt aber bei mehrfachem Umkrystalli- 
sieren nicht tiber 242—243° hinausgeht; z. b.: 


a Krystallisation aus gesammelten Mutterlaugen Schmelzp. 240° 


Aus Mutterlaugen hiervon ......... ‘a 238—239° 
OP , a e 240° 
Kupferverbindung dieses Uroporphyrin- Esters . 295 ‘ 


Dieser Uroporphyrin-Ester ist gekennzeichnet durch seine leichte Lis 
lichkeit in Methanol, so daB beim Auswaschen der Krystallisationen mit 


i Methanol die Flissigkeit rosa ge fiirbt abliutt. Auf dieses besondere U r0- 
porphyrin wurde bereits yon Waldenstrém, Fink und Hoerburger") 

Z ;  hingewiesen. 

” 4,868 mg Subst.: 10,815 mg CO,, 2,520 mg H,0O. 3,346, 3,706 mg 

kt Subst.: 0,176 (24,5°, 759mm), 0,197 (25°, 759 mm) cem N. — 4,428, 3,574 mg 

‘ Subst.: 8,155, 6,610 mg AgJ. 

" CygHs,OieN, Ber. C 61,18 H 5,77 N 5,95 O-CH, 26,33 

” Gef. ,, 60,62 ,, 5,80 ,, 6,03 5» 24,40. 

Decarboxylierung des Uroporphyrin-Methylesters vom Schmelz- 
punkt 240°. 15 mg Uroporphyrin- Ester (Schmelzp. 240°) werden mit 
2cem 2°/,iger Salzsiure 3 Stunden bei 180° im Autoklaven erhitzt und, 

‘it wie auf S. 68 beschrieben, aufgearbeitet. Das Reaktionsprodukt zeigt die 
i spektrochemischen Eigenschaften eines Koproporphyrins: 

Spektrum in 25°/,iger Salzsiiure: [. 593,7 uu: IIT. 550,4 uu. 

, Spektrum in essigsaurem Ather: I. 623,5 uu: II. 568 uu usw. 
B, \oproporphyrin. 

“a Bromspektralprobe*): 499 uu und 470 uu. 

q Aus Chloroform—Methanol lief sich in der iiblichen Weise keine 
‘ Krystallisation erzielen, da dieser Ester noch leichter lislich ist als der 
ot \\oproporphyrin I/I-Methylester. 

Der Verdampfungsriickstand wurde deshalb in die Kupferverbindung 
des Lsters iiberfiihrt durch Behandeln mit Kupferacetat in Eisessig. Die 
Kupterverbindung des Esters krystallisiert leicht aus Chloroform—Methanol 
in useheln. Sehmelzp. 165°. 

ir Kntkupferung des Esters. Die Kupferverbindung wird mit kon- 


‘ierter Schwefelsiure iibergossen und die Lésung nach etwa '/, stiindigem 
Steven unter sehr starker Kiithlung und Umriihren langsam in Wasser 
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gegossen. Der Farbstoff wird tiber Ather und Salzsiure gereinigt und \ +. 
estert. Aus reinem Methanol gelingt die Krystallisation. Schmelzp. 134—1 
Zur Analyse reichte das Material nicht aus. 


Komplexe Metallverbindungen des Uroporphyrin III-Methy| 
esters. — 1. Kupferverbindung [vgl. ,,vorliufige Mitteilung“)}. ro. 
porphyrin-Ester, in Chloroform gelést, mit gesiittigter Lésung von Kup /er- 
acetat in Eisessig auf dem Wasserbad stehen gelassen bis das Chlorofirm 
verdunstet ist. Es scheiden sich rote Krystalle aus, die abfiltriert und jit 
Wasser nachgewaschen werden. Umkrystallisiert aus Chloroform-Eisessig, 
krystallisiert der K6rper in sehr feinen Nadeln. Schmelzp. 304°. 

Spektrum in neutralem Chloroform: I. 565,83 uu; IL. sehwiicherer 
Streifen auf etwa 528 uu. 

Spektrum in Pyridin: I. 568 wu; II. schwiicher, etwa 533 uu. 

2. Nickelverbindung. 10mg Uroporphyrin-Ester in Eisessig nit 
Nickelacetat aufgekocht. Uber Chloroform aufgearbeitet, aus Chloroforn 
Methanol krystallisiert. Schmelzp. 280°. 

Spektrum in neutralem Chloroform: I. 555,5 uu; II. viel sehwii 
etwa 520 uu. 

Spektrum in Pyridin: Hauptstreifen 553,5 uu. 

3. Silberverbindung. Entsprechend der Nickelverbindung dar- 
gestellt. Sehr gute Krystallisation aus Chloroform-Methanol. Schmelz- 
punkt 260°. 

Spektrum in neutraiem Chloroform: I. 565,5 wu; IT. 530 wu. 

Spektrum in Pyridin: I. 565,0 uu; II. 530 wu. 

4. Manganverbindung. Dargestellt mit Manganacetat. Krystill 
sation aus Chloroform—Methanol gelingt hier nicht, dagegen kénnen Krystal 
erhalten werden aus Essigester. 

Spektrum in neutralem Chloroform: I. schmaler, schwacher, symm 
trischer Streifen auf etwa 594,5 uu; II. starker Streifen, nicht ganz symme- 


trisch, mit Maximum auf etwa 567 wu: III. sehr viel stirkerer Streifen auf 


etwa 474 uu. 

Spektrum in Pyridin: schwache Absorptionen im Rot und_ Griin. 
Hauptstreifen auf etwa 473 wu. Auf Zusatz von 1 Tropfen Hydrazinby drat 
verschiebt sich die schwache Absorption im Rot nach Orange, und die 
Absorption im Griin, nunmehr verstirkt, hat ihr Maximum auf etwa 556 mu. 

5. Zinkverbindung. Dargestellt mit Zinkacetat. Krystallisation 
aus Chloroform-Methanol. Schmelzp. 328°. 

Spektrum in neutralem Chloroform: I. 571,5 wu; IL. 536 wu. 

Spektrum in Pyridin: I. symmetrischer Streifen 582 uu; II. stéirkerer, 
nicht ganz symmetrischer Streifen mit Maximum auf etwa 547 uu. 

6. Cadmiumverbindung. Dargestellt mit Cadmiumcehlorid un 
Natriumacetat in Eisessig. Krystallisation aus Chloroform—Methanol. Schmelz 
punkt 295—298°. 


Spektrum in neutralem Chloroform: 1. 571,5 wu; Il. sechwicher 534,) «! 


7 
Spektrum in Pyridin: Hauptstreifen I. 582,5 uu; Il. nicht symmetrisc). 
Maximum etwa 547 uu. 
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i. Eisenverbindung. Uroporphyrin- Ester in Eisessig mit frisch 
hergestellter, kochsalzhaltiger Ferroacetatlésung aufgekocht. Weder aus 
Eisessig noch aus Chloroform—Methanol gelang die Krystallisation. Der 
Verdunstungsriickstand ergibt folgendes Spektrum: 

In Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat: I. schmaler, symmetrischer 
Streifen auf 550,0 uu: Il. schwicher, unsymmetrisch; Maximum etwa 520 uu. 


Isolierung des Koproporphyrins aus dem Harn. Die bei der Auf. 
arbeitung der Harne auf Uroporphyrin gewonnene Eisessiglésung (vgl. S. 68) 
enthilt das Koproporphyrin des Harns in Lésung. Zur Gewinnung dieses 
Koproporphyrins wurde der Eisessig mit Ather ausgeschiittelt, der ge- 
waschene Ather mit 5°/,iger Salzsiiure ausgezogen. Dabei zeigte sich, 
dali der Farbstoft im Ather bleibt; die spektroskopische Priifung ergab, dab 
das Koproporphyrin in die Kupferverbindung umgewandelt ist!*). Deshalb 
wurde der Ather verdunstet, der Riickstand verestert mit 1°/, Salzsiiure- 
Methanol, der hierbei erhaltene Verdunstungsriickstand mit Kupferacetat in 
Kisessig gekocht und iiber Chloroform aufgearbeitet. Die Krystallisation 
mit Chloroform-Methanol ergab Krystalle vom Schmelzp. 192—206° (vgl. 
S. 68). 

Das Koproporphyrin des Harns liegt also in der isomeren 
Form III vor. 


Untersuchung der Faeces. Zur Priifung auf etwa vorhandenes Uro- 
porphyrin wird eine Tagesmenge getrockneter Stuhl mit Kisessig er- 
schépfend ausgezogen, filtriert; der Auszug wird verworten. Nach dem Ab- 
dunsten des anhaftenden Eisessigs wird die Faecesmasse mit Methanol, 
las mit Salzsiiuregas gesittigt ist, 2 Stunden geschiittelt, itiber Nacht stehen 
gelassen, filtriert und im Vakuum abgedunstet. Der Riickstand wird mit 
SodaiiberschuB in Chloroform gebracht, der Verdunstungsriickstand des 
Chloroforms durch Kochen mit 10°/, iger Kalilauge verseift. Nach dem 
Viltrieren wird mit Essigsiure angesiiuert; es tritt weder Austlockung ein, 
noch zeigt die Lésung Rotfluorescenz. 

Da eine Vorpriifung ergab, daB der Gehalt an itherléslichem 
Porphyrin nicht wesentlich von dem eines normalen Stuhles abwich, wurden 
mehrere Tagesportionen Faeces gesammelt. Diese wurden mit Aceton ge- 
reinigt und mit Eisessig ausgezogen. Der Eisessig wurde 2 mal mit Ather 
ausgeschiittelt, der Ather gewaschen und das Porphyrin in 12,5 °/,ige Salzsiiure 
‘ibergefiihrt. Nach nochmaliger Reinigung iiber Ather wurde fraktioniert: 


a) 0,1°/) Salzsiure: Das in 0,1°/, ige Salzsiure iibergegangene Por- 
phyrin wird in Ather gebracht, der Ather nach dem Waschen verdunstet 
Am Riickstand Bromspektralprobe **): 498,5 uu und etwa 470 uu, also Kopro- 
porphyrin. Die spektrocolorimetrische Prifung an einer Tagesmenge 
Stull ergab einen Gehalt von etwa 0,3 mg Koproporphyrin. Krystallisation 
vgl. unten, 

b) 0,4°/, Salzsiure wie bei ,,a)“ behandelt. Bromprobe ergibt Mini- 
nn bei 494 wu. Spektrum in essigsaurem Ather: I. 621,5 uu; IL. 566,5 uu; 
Il. Maximum etwa 524 uu; IV. Mitte etwa 494 uu: also Kopratopor- 
phyrin, 


") Vgl. Anmerkung S. 68. 
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c) 5°/, Salzsiure: nur wenig Farbstoff. Die Salzsiure mit se 
raschenem Chloroform geschiittelt; nach dem Waschen zeigt das Choro. 
form folgendes Spektrum: I. 621 uu; Il. 566 uu; III. 533 uu und [Y, 
etwa 498 uu; also keine Himaterinsiure (= Protoporphyrin), sondern sehivin 
bar Reste Kopratoporhyrin. Ein geringer Anteil des Porphyrins geht aus 
der 5°/, igen Salzsiiure nicht in das Chloroform iiber. 


Krystallisation des Koproporphyrins aus der Fraktion 
0,1°/, Salzsiure. Das in die 0,1°/,ige Salzsiiure tibergegangene Kopro 
porphyrin wird aus Kaliwasser mit Essigsiure umgefiillt, der Niedersclilag 
getrocknet, mit 1°/, Methanol-Salzsiiure verestert, iiber Chloroform auf 
gearbeitet. Der Verdunstungsriickstand wird zur Trennung der beiden 
isomeren Formen I und III des Koproporphyrins mit kaltem  reinsten 
Methanol iibergossen: es geht die Hauptmenge in Lisung! Das Methanol! 
wird verdunstet, der Riickstand aus Chloroform-Methanol krystallisiert, 
Dabei krystallisiert nur ein Teil des Esters aus, die Krystalle sitzen an der 
Wandung des Gefibes. Schmelzp. 172—174°. Die Hauptmenge dieses Kopro- 
porphyrin III-Esters wird in die Kupferverbindung iibergefithrt, Schmelz 
punkt 200—208°. 

Der kleinere Teil der Koproporphyrinfraktion ist unléslich in kalten 
Methanol. Er krystallisiert aus Chloroform-—Methanol sehr gut in langen 
Nadeln, Schmelzp. 244°. Zugehdrige Kupferverbindung: Schmelzp. 27: 

Untersuchung des Serums. Das Serum ist gelb gefiirbt, klar, ent 
hilt 0,7—1 mg-°/, Bilirubin (bestimmt nach Haselhorst), daneben Karo 
tinoide; Hiimatin und Methimoglobin sind nicht nachweisbar; die direkte 
spektrochemische Priifung auf Porphyrine nach Schumm”) fillt negatiy 
aus, auch libt sich im nativen Serum keine Rotfluorescenz nachweiseu 

Zur Priifung auf Spuren Porphyrin wird eine gréBere Menge Serum 
(145 cem) mit 1 Vol. Ather und 1 Vol. Eisessig geschiittelt, nochmals mit 
1 Vol. Ather versetzt und wiederum kriiftig geschiittelt. Die Eiweibtlocken 
werden abfiltriert, im Scheidetrichter vielfach mit Ather geschiittelt. Ge 
samter Ather: ,,Filtrat A“. 

Um etwa vorhandenes essigesterlisliches Uroporphyrin zu_ ertasseu, 
werden die Flocken im Scheidetrichter mit 1 Vol. Essigester—EKisessig 
kriftig geschiittelt, das Ganze wird filtriert, die Flocken mit Essigester gut 
nachgewaschen. Essigester: ,,Filtrat B“. 

Die Flocken werden nun getrocknet, verrieben, mit 1°/, Salzsiiure 
Methanol 2 Stunden geschiittelt, iiber Nacht stehen gelassen, filtriert, da: 
Filtrat im Vakuum abgedunstet. Der Riickstand wird mit 25°/,iger Salzsiur 
aufgenommen und im filtrierten U.-V.-Licht gepriift: keine Rottluorescenz 

Filtrat A. Der Ather wird 3mal mit wenig Wasser gewaschev. 
mehrfach mit je 2 cem 25°/,iger Salzsiiure ausgezogen bis zum Ausbleibet 
der Fluorescenz. Die Ausziige sind blaugriin gefiirbt (das Serum enthie: 
Bilirubin!) und zeigen Rotfluorescenz in abnehmender Stiirke. Spektro 
skopisch ist in 12 em-Schicht ein Absorptionsstreifen auf 551uu und ei 
zweiter im Orange zu sehen, der aber breiter ist als der erste Streifen des 
Porphyrin-Siiurespektrums. Der erste Auszug wird zuniichst direkt spektr 
graphiert: Violettstreifen auf etwa 404,5uu. Zur Reinigung und Priitung 
auf etwa vorhandene Hiimaterinsiiure wird der salzsaure Auszug mit 


1 {as 


waschenem Chloroform geschiittelt; der blaugriine Farbstoff geht in 


F dusgefi 





Aus 
gebi 
siur 
anzt 


meh: 
grap 
3,8 °/ 
nich 


bei \ 
‘ither 
Viole 
verm 


F 
d 


porpl 
anges 


Kran] 
Polyn 
empfil 
monat 
herste 
Uropo 

] 
phyrin 
Kr. be 

I 


] 


' eines | 


4 


9,011, 
; 9,162 ( 


7 


F Worden 


¥** 


N erven 
—_ 


Hop 











Uber die bei akuter Porphyrie auftretenden Porphyrine. 73 


; Chloroform iiber, das Porphyrin bleibt in der Salzsiiure. Nochmaliges 
| Spektrographieren der Salzsiiure ergibt wiederum einen Violettstreifen auf 


— etwa 404 up. 


Das Porphyrin der gesamten salzsauren Ausziige wird nun durch 
Aussehiitteln mit Chloroform gereinigt und iiber Ather in starke Salzsiiure 


: gebracht. Spektrographiert: Violettstreifen auf etwa 405 uy bei einem Salz- 


siuregehalt von 19,7°,, d. h.: das Porphyrin ist als ein Koproporphyrin 


' anzusehen (Vergleichswerte vgl. unten). 


Filtrat B. Der Essigester wird gewaschen und mit wenig Salzsiure 


' mehrfach ausgezogen. Die farblosen Ausziige fluorescieren rot. Spektro- 
1 eraphiert: Violettstreifen auf etwa 404uu bei einem Salzsiuregehalt von 
| 3,8°,. Das Porphyrin geht beim Schiitteln der Salzsiiure mit Chloroform 
' nicht in das Chloroform iiber. 


Eine weitere Serumuntersuchung in mehreren Wochen Abstand ergab 


| bei Verarbeitung von 130 cem Serum kein durch Fluorescenz nachweisbares 
' jitherlésliches Porphyrin; dagegen ein essigesterlésliches Porphyrin, dessen 
_ Violettstreifen bei etwa 405/6uu liegt in 7°/, Salzsiiure. Es handelt sich also 
' yermutlich um eine winzige Menge eines essigesterléslichen Uroporphyrins. 


Zum Vergleich sei hier die Lage der Violettstreifen von reinem Uro- 


| porphyrin und Koproporphyrin in Salzsiure verschiedener Konzentrationen 


- angegeben*). 

Koproporphyrin (1) Uroporphyrin (II) 
in 5°/, HCl : 402,5 uu in 5°, HCl: 406 up 
in 20°/, HCl : 405,2uu in 20°/, HCl : 409,54uu 
in 25°/, HCl : 406 um in 25°/, HCl: 411 wu 


II. Fall Gl. 20jihriges Madchen. 31. VII. 1933 Aufnahme in das 


' Krankenhaus mit Symptomen der Landryschen Paralyse. Diagnose: 
| Polyneuritis, Porphyrinurie, schwerste Lahmungserscheinungen; eine Uber- 
_ empfindlichkeit der Haut gegen Licht lieB sich nicht feststellen. Nach 
| monatelanger Krankheit erholte sich die Patientin zu fast vélliger Wieder- 
_ herstellung**), 


Der Harn ist zur Zeit der Anfille burgunderrot gefiirbt und enthilt 


Uroporphyrin in Mengen bis zu 10 mg-°/). 


Die Aufarbeitung des Harns auf Uroporphyrin und Kopropor- 


_ phyrin und die zugehérigen Untersuchungen wurden in der bei dem Fall 
_ Kr. beschriebenen Weise vorgenommen. 


Uroporphyrin-Methylester: Schmelzp. 260—261°. 
Die Elementaranalyse dieses Kérpers stimmt auf den Oktamethylester 


| eines Uroporphyrins***). 


4,889, 4,944 mg Subst.: 10,905, 11,035 mg CO,, 2,520, 2,580 mg H,O, 


| 0,011, 0,022 mg Riickstand. — 38,142, 3,151 mg Subst.: 0,161 (24°, 763 mm), 
9, 162 (25°, 763 mm) ecm N. — 8, 773, 3,650 mg Subst.: 7,455, 7,140 mg Agu. 


) Die Ortsbestimmungen sind an Quarzspektrogrammen ausgefihrt 


F wor PA 


**) Eingehende Beschreibung des Falles bei H. Magendanz in ,,Der 
Nervenarzt“ 9, 76 (1986). 
™) Die Elementaranalyse dieses Uroporphyrins wurde bereits 1934 


dusgetiihrt. Vgl. hierzu das Referat in: Zbl. inn. Med. 1934, 459. 
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C.,H¢.010Ni Ber. C 61,18 H5,77 N5,95 0.CH, 26,33 
Gef. ,, 61,09 9 9,83 » 092 ~~ 26,03. 


Kupferverbindung des Uroporphyrin-Methylesters: Schmelzp. 318°*), 


Decarboxylierung des Uroporphyrin-Methylesters: Bei den 
durch Abbau erhaltenen Koproporphyrin wurden nach der Veresterung 
Schmelzpunkte beobachtet, die héher lagen als der des reinen Kopro. 
porphyrin-III-Esters, z. B. 188°, 202°. Beim fraktionierten Krystallisieren 
konnten unter anderem geringe Mengen einer Krystallisation vom Schmelz- 
punkt 142° und auch 172° gewonnen werden. Eine bessere Trennung des 
Koproporphyringemisches lieB sich erst erzielen, als entsprechend dem Vor- 
gehen beim Fall Kr. eine Behandlung mit kaltem Methanol vorgenommen 
wurde, Die Hauptmenge des Koproporphyrins erwies sich als leicht lislich 
in kaltem Methanol. 

Schmelzpunkt des Esters: 174°. 

Schmelzpunkt der Kupferverbindung des Esters: 192 bzw. 206°. 


Ein geringer Anteil des Koproporphyrins war unléslich in kaltem 
Methanol und krystallisierte in gut ausgebildeten langen Nadeln. Schmelz- 
punkt 247—248°. 

Schmelzpunkt der zugehérigen Kupferverbindung: 285°. 

Das beim Abbau erhaltene Koproporphyrin liegt also in der Haupt- 
menge vor als Koproporphyrin III, zum ganz bedeutend kleineren Anteil 
als Koproporphyrin I. Demnach muS8 man annehmen, daB das Uro- 
porphyrin des Harns aus Uroporphyrin III mit geringen Bei- 
mengungen von Uroporphyrin I besteht. 

Im Harn vorgebildet enthaltenes Koproporphyrin. Der 
Verdunstungsriickstand des veresterten Koproporphyrins wird der Behand- 
lung mit kaltem Methanol unterworfen. Das Priiparat ist der Hauptmenge 
nach léslich in Methanol. Die geringe Krystallisation (Krystalle sitzen an 
der Wand des GefiBes!) ergibt einen nicht scharfen Schmelzpunkt von 170 
bis 180°. Zur Identifizierung wurde deshalb die besser krystallisierende 
Kupferverbindung des Esters dargestellt; Schmelzp. 206°. 

Ein geringer Teil des Koproporphyrinesters lést sich nicht in Methanol. 
Die daraus gewonnenen Krystalle schmelzen bei 225—230°, d. h. es liegt 
vermutlich ein Gemisch von Koproporphyrin I-methylester mit Resten vou 
Koproporphyrin II-methylester vor. Eine genaue Trennung lieB sich wegen 
der geringen Menge des vorliegenden Materials nicht mehr weiter fiihren. 
Somit liegt das Koproporphyrin des Harns in der Hauptmenge in der 
isomeren Form III vor. 

Untersuchung der Faeces. Es standen hier nur geringe Menge 
Faeces zur Verfiigung. Eine Priifung auf Uroporphyrin wurde damals 
noch nicht vorgenommen. Der Gehalt an itherléslichem Porphyrin betrug 
weniger als 1 mg-°/,, und zwar lag zu etwa 2/, der Menge Koproporphym 
und zu etwa '/, Himaterinsiure (= Protoporphyrin) vor. 

Untersuchung des Serums. Hier stand bedeutend weniger Serum 
zur Verfiigung als beim Fall Kr. Spektroskopisch nachweisbare Menge? 
Porphyrin waren nicht vorhanden. Eine einmalige spektrographische 


*) Kontrollbestimmungen an reinem Uroporphyrin-I-Cu-Ester ergaben: 
Schmelzp. 346—348° (Vgl. H. Fischer, Diese Z. 245, 131 1937). 
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33 ' Aufnahme des aus Ather gewonnenen salzsauren Auszuges ergab einen 
3, ’ schwachen Violettstreifen, d. h. es ist mit der Anwesenheit von Spuren 
os) [—  atherléslichen Porphyrins zu rechnen. 

_ III. Fall Ew. 39jihriger Mann. Im Jahre 1935 Aufenthalt im Kranken- 
dem ' haus. Diagnose: Neuropathie, Myalgien. Im Februar 1936 Wiederaufnahme 
un in das Krankenhaus wegen psychotischer Stérungen mit Erbrechen, Darm- 
os | kolik, Stuhlverhaltung, Porphyrinurie. Diagnose: Akute genuine Porphyrie 


mit Schulter- und Armlihmungen. Der Zustand verschlimmerte sich schnell, 

' nach kurzer Krankheit kam es zum Exitus. 

des ; Der dunkelrot gefirbte Harn enthielt Uroporphyrin in Mengen bis 

vor zu 80 mg am Tag, daneben Koproporphyrin in vermehrter Menge. Beide 

Kr Porphyrine wurden z. T. als Porphyrinogen ausgeschieden. Am nativen Harn 

Hieh wird wieder das ,,metallische Spektrum“ beobachtet. 
Uroporphyrin-Methylester: Schmelzp. 258—259°. 
Kupferverbindung des Uroporphyrin-Methylesters: Schmelzp. 315°. 

: Decarboxylierung des Uroporphyrins. Der erhaltene Kopro- 
ten [—& porphyrin-Ester wird mit kaltem Methanol behandelt. Wieder ist die Haupt- 
elz- #% menge léslich in Methanol. Schmelzpunkt der Kupferverbindung des Esters 

- 198°. Eine winzige Menge Koproporphyrin bleibt ungelést bei der Behand- 
lung mit Methanol. Sie ergibt bei der Krystallisation einen Ester vom 
Schmelzp. 243°. 
iteil Das Uroporphyrin des Harns besteht also auch hier aus Uro- 
fro. [Porphyrin IL] mit winzigen Beimengungen von Uroporphyrin I. 

Be Aus den Mutterlaugen der Uroporphyrin-Krystallisationen lieB sich 

' wieder eine allerdings nur geringe Menge eines Uroporphyrins mit niedrigerem 
Schmelzpunkt (242°) abtrennen. 


1elz- 


upt- 


Das Koproporphyrin des Harns hat als Methylester den Schmelz- 
ge punkt 168—170° und die zugehérige Kupferverbindung den Schmelzp. 192°. 
a Es liegt also vor als Koproporphyrin IIL. 

170 Untersuchung der Faeces. Der Gehalt an Gesamtporphyrin war 
nn nicht pathologisch erhéht; er betrug weniger als 1 mg-°/,, und zwar lag 
hauptsichlich Koproporphyrin vor. 

- Zur Isomeriebestimmung des mit den Faeces ausgeschiedenen Kopro- 
oot porphyrins wurden mehrere Tagesportionen Stuhl aufgearbeitet. Nach der 
Kind Reinigung mit Alkohol-Ather wurde erschépfend mit Eisessig ausgezogen, 
gen dieser Eisessig mit Ather geschiittelt und nach mehrfachem Waschen des 
tl Athers das Porphyringemisch durch Ausziehen mit 12,5°/,iger Salzsiure 


ie gewonnen. Durch Behandeln der salzsauren Lisung mit gewaschenem 
Chloroform wurden stérende Begleitfarbstoffe entfernt. Das Porphyringemisch 
wurde nun aus der Salestare unter Zusatz von Natriumacetat in Ather 


ot gebracht und der Ather mit Salzsiure fraktioniert. Die Hauptmenge des 
8 vorhandenen Porphyrins ging dabei in die 0,1°/,ige Salzsiure iiber. Diese 
— Fraktion diente zur Isolierung der Koproporphyrine. Zu diesem Zweck 
ym wurde der durch Ausfillen bei schwach essigsaurer Reaktion gewonnene 

Niederschlag nach dem Trocknen verestert mit 1°/, Salzsiure—Methanol. 
aieat Das so erhaltene Koproporphyrin-Ester-Gemisch wurde durch Behandeln 
igen mit kaltem reinsten Methanol getrennt. Dabei firbte sich das Methanol 
sche TM stark rosa, so daB eine hiufige Wiederholung der Methanolbehandlung er- 
ben: # rderlich war. Da nach dem Verdunsten des Methanols noch fettartige 


Beimengungen vorhanden waren, wurde der Farbstoff gereinigt durch Auf- 
6* 
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lésen in wenig 25°%/,iger Salzsiure, Ausfillen bei schwach essigsaurer 
Reaktion und Behandeln des trocknen Riickstandes mit Ather. Nach noch- 
maliger Veresterung gelang nun die Krystallisation der Koproporphyrin-III. 
Ester-Fraktion. Schmelzp. 176°. 

Der in Methanol schwer lésliche Riickstand des Koproporphyrin-Ester- 
Gemisches krystallisierte leicht aus Chloroform—Methanol in gebogenen 
Nadeln. Doch lag der Schmelzpunkt noch niedrig (195°), Durch nochmaliges 
lingeres Behandeln mit Methanol konnte weiterer methanolléslicher Kopro. 
porphyrin-Ester herausgelést werden. Der Riickstand gab bei der Krystalli 
sation den Schmelzp. 240°. 

Es wurde also auch bei diesem Fall die gleichzeitige Ausscheidung 
von Koproporphyrin III und KoproporphyrinI beobachtet. 


Untersuchung des Serums. Eine spektroskopisch nachweisbare 
Menge Porphyrin konnte auch hier nicht festgestellt werden. Die spektro- 
graphische Untersuchung ergab fiir dtherlésliches Porphyrin einen Violett. 
streifen auf etwa 404 uu bei 8,9°/,iger Salzsiiure, d. h. es lag eine winzige 
Menge Koproporphyrin vor. Essigesterlésliches Uroporphyrin (wie beim 
Fall Kr.) konnte nicht mit Sicherheit festgestellt werden, doch stimmt fiir 
das Vorliegen von Spuren Uroporphyrin das Ergebnis von Kataphorese- 
versuchen, die Gildemeister*) in seiner von Bennhold veranlabten 
Dissertation ausgefihrt hat. 


Untersuchung der Organe und Knochen. — I. Organe. Zur 
Verfiigung standen: Leber, Milz, Niere. Die frischen Organe wurden mit 
Quarzsand zerrieben und mit der mehrfachen Menge Aceton behandelt. 
Nach dem Abfiltrieren des Acetons wurde das Material getrocknet. Das zur 
Reinigung verwendete Aceton wurde auf etwa in Lésung gegangenes Por- 
phyrin gepriift; beim Aceton von Milz und Niere wurde kein Porphyrin 
gefunden, beim Aceton von der Leberverarbeitung dagegen eine geringe 
Menge Himaterinsiure (= Protoporphyrin). 

Das Organpulver wurde mit 1°/, Salzsiiure-Methanol jeweils iiber 
Nacht stehen gelassen, nach dem Dekantieren 1 Stunde unter RiickfluB ge- 
kocht, filtriert, mit Chloroform ausgeschiittelt unter Sodazusatz. Nach dem 
Waschen und Verdunsten des Chloroforms wurde der Riickstand in 25°/,iger 
Salzsiure aufgenommen, zentrifugiert und die Fliissigkeit spektroskopisch und 
spektrographisch gepriift. 

a) Milz: etwa 0,15 mg Gesamtporphyrin in 40g frischer Milz 
b) Niere: ,, 0,06 mg - » sc + Niere 
c) Leber: ,, 0,7 mg ~ i re Leber 

Spektrum der 25°/,igen Salzsiiure aus Leber: 554 ww und 597 uu. 

II. Knochen. Zur Verfiigung stand ein gréBerer Réhrenknochen. 
Das durch Raspeln gewonnene helle Knochenmehl wurde mit Alkohol- 
Ather entfettet, zunichst mit 5°/,iger Salzsiure, dann mit 25°/,iger Salz- 
siure ausgezogen. Die Ausziige wurden je fiir sich im Vakuum eingedunstet 
und in Methanol, das 5°/, Schwefelsiure enthielt (ur Ausfillung der 
Calciumsalze), eingetragen [vg]. bei Rimington")]. Nach dem Stehen iiber 
Nacht wurde mit 1/,, Volumen Chloroform ausgeschiittelt, die Schichten mit 
Wasser getrennt und das Chloroform verdunstet. In dem mit Salzsiure 
aufgenommenen Riickstand lieB sich weder spektroskopisch noch mit Hilfe 
der Fluorescenz die Anwesenheit von Porphyrin nachweisen. 
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Schmelzpunkte der Kopro- und Uroporphyrine. 
I. Koproporphyrine. 























-Is0- 
Koprop. I Koprop. III i prop.*) 
Methylester .... 252° (a, b) 142° u. 172° (d) 135° (g) 

, Cu... | 284°(b) 206—207° (e)*) 177° (g)*) 
“ -Fe... 240° (a) 179° (e) 
m ac. . Le 270° (ce) 
‘ -Ag... 286° (ec) 
- -7n... 299° (a) 212° (e); 216—217° (f) 
a -Mn. . 267° (a) 











(a) = Diese Z. 96, 162 (1915/16); Liebigs Ann. 466, 147 (1928). — 
(b) = Diese Z. 96, 162 (1915/16); Liebigs Ann. 458, 117 (1927) und (g). — 
(c) = Diese Z. 193, 65 (1931). — (d) = Diese Z. 182, 265 (1929). — (e) = Diese 
Z. 196, 165 (1931). — (f) = Diese Z. 196, 166 (1931). — (g) = Liebigs Ann. 
457, 83; 458, 119 (1927). 

Il. Uroporphyrine. 








Uroporphyrin I Uroporphyrin III 
Methylester. . . .. . ‘| 293° (a); 802° (b) 256° (f); 258° (g) 
‘ ee iiber 820° (ce) 
” -Fe .... 238— 280° (d) 
~ WER waa 814° (e) 








(a) = Diese Z. 95, 51 (1915). — (b) = Diese Z. 241, 220 (1936). — 
(c) = Diese Z. 245, 181 (1987). — (d) = Diese Z. 95, 58 (1915). — (e) = 
Diese Z. 149, 68 (1925). — (f) = Dtsch. Arch. klin. Med. 178, 47 (19386). — 
(g) = Diese Z. 238, I (1936). 

Zusammenfassung. 

‘1. Bei drei Fallen von akuter genuiner Porphyrie mit 
Lihmungserscheinungen wird die gleichzeitige Ausscheidung von 
Uroporphyrin III und Koproporphyrin LI im Harn, also 
der Formen, die in naher Beziehung zum Blutfarbstoff stehen, 
durch Darstellung der krystallisierten Ester erwiesen. In zwei 
Fallen wird daneben das Vorkommen von winzigen Mengen Uro- 
porphyrin I festgestellt. Es wird die Vermutung ausgesprochen, 
daB das vielfach beobachtete Fehlen von Lichtsensibilisierungs- 





*) Anmerkung bei der Korrektur: In dem nach Abschlu8 vor- 
liegender Arbeit erschienenen Werk von H. Fischer und H. Orth: ,,Die 
Chemie des Pyrrols“, Bd.II, wird auf S. 491 fiir das ,,Kupfersalz des 
Koproporphyrin IIJ-tetramethylesters“ nur der Schmelzp. 177° angegeben. 
Der hier angefiihrte Schmelzp. 206—207° ist der zitierten Originalarbeit 
von H. Fischer entnommen und im Laufe vorliegender Untersuchungen 
mehrfach bestitigt worden (vgl. S. 68). 

Das auf S. 66 erwihnte §-iso-Koproporphyrin von H. Fischer wird 
in dem Werk von Fischer und Orth nicht mehr genannt. 
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erscheinungen trotz starker Uroporphyrinausscheidung bei der 
akuten genuinen Porphyrie zuriickzufiihren ist auf das Vor. 
herrschen der Form III des Uroporphyrins, wihrend die gesteigerte 
Lichtempfindlichkeit bei der kongenitalen Porphyrie im Zusan.- 
menhang stehen kann mit dem Uberwiegen der isomeren Form | 
des Uroporphyrins. 

2. Aus dem Harn wird ferner das in seinen Léslichkeits. 
verhiltnissen bereits von Waldenstrém genannte Uroporphyrin vom 
Schmelzp. 242° isoliert und zu einem Koproporphyrin abgebaut. 

3. Aus den Faeces von zwei Fallen werden nebeneinander 
sowohl Koproporphyrin I als auch Koproporphyrin III isoliert 
und zur Krystallisation gebracht. Das Koproporphyrin III macht 
den griBeren Anteil des Gesamtporphyrins aus. 

4. In Serum kommen keine spektroskopisch nachweisbaren 
Mengen Porphyrin vor. Durch Spektrographie werden Spuren 
Koproporphyrin nachgewiesen und das Vorkommen von essigester- 
léslichem Uroporphyrin wahrscheinlich gemacht. 
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Erklarung der Abbildungen auf Tafel I und II. 
Porphyrine aus Harn. 


. 1—8. Uroporphyrin-III-Methylester (Fall Kr.). Schmelzp. 258°. 
. 4—6. Koproporphyrin-III-Methylester aus Uroporphyrin-III (Fall Kr.). 


-_ 


t. 


Kupferverbindung des Koproporphyrin-III-Methylesters aus Uro- 
porphyrin (Fall Kr.). Schmelzp. 191°. 


. 8—10. Kupferverbindung des Koproporphyrin-Methylesters aus Uro- 


porphyrin vom Schmelzp. 240°. (Fall Kr.). Schmelzp. 165°. 
Nickelverbindung d.Uroporphyrin-III-Methylesters. Schmelzp. 279°. 
Kupferverbindung d.Uroporphyrin-III-Methylesters. Schmelzp. 304°. 
Silberverbindung des Uroporphyrin-III-Methylesters. 
Manganverbindung des Uroporphyrin-III-Methylesters. 
Zinkverbindung des Uroporphyrin-[II-Methylesters. 
Cadmiumverbindung des Uroporphyrin-III-Methylesters. 
Uroporphyrin-III-Methylester (Fall Gl.). Schmelzp. 260—261°. 
Kupferverbindung des Koproporphyrin-III-Methylesters aus Uro- 
porphyrin (Fall Gi.) Schmelzp. 206°. 
Koproporphyrin-I-Methylester aus Uroporphyrin (Fall Gl.). Sehmelz- 
punkt 240°. 

Kupferverbindung des Koproporphyrin-III-Methylesters (Fall Gl.). 
Schmelzp. 206°. 

Uroporphyrin-III-Methylester (Fall Ew.). Schmelzp. 255°. 
Uroporphyrin-II]-Methylester (Fall Ew.). Schmelzp. 239°. 
Kupferverbindung des Koproporphyrin-III-Methylesters aus Uro- 
porphyrin (Fall Ew.). Schmelzp. 206°. 
Koproporphyrin-I-Methylester aus Uroporphyrin (Fall Ew.). Schmelz- 
punkt 243°, 
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Zur Konstitution des Mimosins 
und iiber einige substituierte Phenyl-aminoessigsduren. 
Von 


H. Nienburg und K. Taubéck. 


(Aus dem Biologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie Aktiengesellschaft 
Ludwigshafen a. Rhein, Werk Oppau.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. September 1937.) 


Kine kiirzlich erschienene Arbeit von Jany Renz?) iiber das 
Mimosin gibt uns Veranlassung, unsere eigenen bisherigen Ergeb- 
nisse iiber den gleichen Gegenstand mitzuteilen. Das Mimosin 
ist in den Safttropfen enthalten, die beim Anschneiden der Blatt- 
stiele der Sinnmimosa austreten, und krystallisiert daraus nach 
kurzem Eintrocknen. Wir iibernehmen fir diesen Inhaltsstof 
der Mimosa pudica die von K. Suessenguth?) vorgeschlagene Be- 
zeichnung ,,Mimosin“. Die Verbindung ist den Botanikern schon 
lange bekannt. 1890 untersuchte Haberlandt den rohen Satt- 
tropfen etwas niher und fand dabei die sehr intensive rotviolette 
Eisenchloridreaktion des Mimosins. Nach Behandlung mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure konnte er reduzierenden Zucker feststellen 
und sprach dem Kérper deshalb Glucosidnatur zu. Auch H. Mo- 
lisch?) arbeitete 1915 noch mit der rohen Tropfensubstanz. kr 
fand im Gegensatz zu Haberlandt eine positive Millonsche 
Reaktion und hielt die Verbindung fiir einen Ké6rper der aro- 
matischen Reihe, vielleicht von Phenolnatur. 

Erst in der genannten Arbeit von Jany Renz wird das reine 
Mimosin einer eingehenderen chemischen Untersuchung unterzogen. 
Danach krystallisiert die Verbindung aus Wasser in meist sechs- 
eckigen Blattchen, schmilzt bei 228° und ist optisch aktiv. Die 
Ninhydrinreaktion ist positiv, die Reaktion nach Millon aber 
negativ. Die Analyse fihrt zu dem Atomverhiltnis C,H,0,}, 
und auf Grund von Aquivalentgewichtsbestimmungen durch Titra- 
tion in wiBriger und alkoholischer Lisung halt die Autorin den 


1) Diese Z. 244, 153 (1936). 
*) Literatur vgl. bei Jany Renz (a. a. O.). 





- 


ee eee | i 


— § wi MD mM 


SS, JI 


SS bod — S&S CO OO 
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Molekularausdruck C,,H,,O,N, fiir den wahrscheinlichsten. Das 
Mimosin wird als eine Oxyaminosiure mit Phenolnatur an- 
gesprochen, von deren 4 N-Atomen zwei primar sind. 

Unsere eigenen experimentellen Befunde decken sich weit- 
gehend mit den Angaben der genannten Arbeit. Auch unsere 
Analysen fihren eindeutig zu dem Atomverhiltnis C,H,O,N. Da 
nur die Halfte des Gesamtstickstoffs nach van Slyke bestimmbar 
ist, also 2 Stickstoff-Funktionen vorliegen, muB dieser Ausdruck 
fix die Aufstellung der richtigen Molekularformel mindestens ver- 
doppelt werden: C,H,,O,N, (Mol.-Gew. 198,08). 

Zu demselben Minimalwert fiihrt die Analyse des Kupfer- 
salzes, das aus Wasser in griinen, mikroskopischen Balken kry- 
stallisiert, die auf den obigen Ausdruck 2 Molekiile Wasser und 
| Atom Kupfer enthalten, also C,H,O,N,Cu-2H,O. Die Annahme 
yon mehr als 1 Atom Raptr in “ianeen ‘Salz wire unwabrschein- 
lich, so daB wir den Ausdruck C,H,,0,N, (Mol.-Gew. 198,08) zu- 
gleich auch fiir die Molekularformel des ‘Mimosins halten. Eine 
Molekulargewichtsbestimmung auf physikalischem Wege ist wegen 
der Léslichkeitsverhaltnisse nicht méglich. 

Die Zerlegung dieses Ausdrucks in einzelne Strukturelemente 
erscheint durch folgende Uberlegungen miéglich. Die Bildung 
eines Kupfersalzes, die Ninhydrinreaktion, die NH,—N-Bestimmung 
und die optische Aktivitit (Renz) sprechen eindeutig fiir das 
Vorliegen einer e-Aminosiure. Damit sind 2 Kohlenstoffatome, 
2 Sauerstoffatome, 1 Stickstoffatom und mindestens 3 Wasserstoff- 
atome festgelegt: 

C,H, 0,N } -C-COOH 


| 
NH, 


Wenn man wegen der intensiven Eisenchloridreaktion das 
Vorliegen eines Phenols fiir wahrscheinlich halt, so wiirde man 
den Rest C,H,O,N am iiberzeugendsten zu einem Dioxy-amino- 
benzolrest auflésen und dem Mimosin die Natur einer Amino- 
dioxy-phenyl-aminoessigsiure 

HO 
O C,H, -CH(NH,)-COOH, C,H,,0,N, 
2 
zuschreiben. Mit einer solchen Konstitution wiirden sich fast 
alle Kigenschaften des Mimosins mithelos erkliren lassen. Die 
Hauptfarbreaktionen mit Eisenchlorid und Ninhydrin waren ohne 
weiteres verstiindlich, ebenso der Befund, daB nur die Hialfte des 
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Gesamtstickstoffs nach van Slyke bestimmbar ist, wofiir wir im 
3-Amino-1-tyrosin ein Modell fanden. Die zunichst ungewohn- 
liche Annahme, daB eine Oxy-diamino-monocarbonsiure 2 Aqui- 
valente Kupfer zu binden vermag, wiirde durch unsere Feststellung 
verstiindlich, wonach auch das Kupfersalz des 3-Amino-1-tyrosins 
ein ganzes Atom Kupfer enthalt, wihrend Tyrosin und Dioxy- 
phenyl-alanin — also relativ stirker saure Verbindungen — mit 
nur einem Aquivalent Kupfer schwer ldsliche Salze bilden. Das 
einzige Argument, das unseres Erachtens gegen die bisher dis- 
kutierte Formulierung des Mimosins spricht, ist sein Verhalten 
gegen wiiBriges Alkali. Wa&ahrend sich Dioxy-phenyl-alanin und 
Amino-tyrosin in waBrig-alkalischer Lésung schnell verfairben und 
sich deshalb auch nicht in heiber, wibriger Lésung gegen Phenol- 
phthalein titrieren lassen, verbraucht das Mimosin unter denselben 
Bedingungen glatt ein Aquivalent Alkali (bezogen auf das Mol. 
Gew. 198) und seine alkalische Lisung verfirbt sich auch nicht 
nach langem Stehen. Vergleichsweise verbrauchen Tyrosin und 
2-Oxy-phenyl-amino-essigsiiure nur 0,4 Aquivalente Lauge. 


Aus diesen Griinden méchten wir fiir den Molekiilteil C,H,O,N 
die Formulierung als Dioxy-amino-benzol-rest ausschlieBen, wo- 
mit die Méglichkeit der Unterbringung der restlichen C-Atome in 
einem Sechsring entfallt. Damit gewinnt aber ein Strukturbild 
fiir das Mimosin an Wahrscheinlichkeit, das von vornherein neben 
dem bisher besprochenen als gleichwertig erscheinen muBte, nin- 
lich das eines Dioxy-pyridyl-alanins: 


7s. ( OH 
| |} OH 
Z | CH,-CH-COOH, C,H,,0,N, 
N | 
NH, 


Eine solche Formulierung wiirde gegeniiber der einer sub- 
stituierten Phenyl-aminoessigsiure auch das Verhalten des Mimosins 
gegeniiber Alkali besser erkliren. 

AuBer mit allen Farbreaktionen stimmt ein solches Struktur- 
bild iiberein mit dem relativ geringen Wasserstoffgehalt des Mimo- 
sins, dem Befund, daB es trotzdem gegeniiber katalytisch erregtem 
Wasserstoff gesittigt erscheint (Renz), und mit allen sonstigen 
analytischen Daten. DaB Mimosin beim Kochen mit verdiinnten 
Sauren Chinongeruch gibt (Suessenguth) konnten wir nicht be- 
stitigen. Kin durchsichtiger Abbau war uns bisher wegen Material- 
mangels noch nicht méglich, soll aber demnachst noch erfolgen. 
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Wir beschreiben im experimentellen Teil noch einige sub- 
stituierte Phenyl-aminoessigsauren, die wir im weiteren Zusammen- 
hang mit dieser Arbeit darstellten. 


Beschreibung der Versuche. 


Mimosin. — Eigenschaften. Die Verbindung ist mifig léslich in 
Wasser mit lackmussaurer Reaktion (10 mg erfordern etwa 1 ccm siedendes 
Wasser) und krystallisiert daraus in feinen Nadeln und Prismen. Das 
Mimosin ist leicht léslich in verdiinnten Siuren und Laugen; die Lésung 
verfirbt sich nicht beim Stehen. Beim raschen Erhitzen zersetzt es sich 
pei 231°. Sehr charakteristisch sind die positive Ninhydrinreaktion und die 
intensive und sehr bestindige violette Firbung mit Eisenchlorid, die auf 
Sodazusatz in Weinrot umschligt. Die Millonsche Reaktion ist negativ, 
verdiinnte Permanganatlésung wird augenblicklich entfirbt. Das Mimosin 
enthilt kein Krystallwasser. 


6,090 mg Subst.: 10,630 mg CO,, 2,775 mg H,O. — 3,52, 3,47, 2,1186 mg 
Subst.: 0,457 (25°, 750 mm), 0,453 (24°, 750 mm), 0,125 (21°, 740 mm) cem N,; 
2stiindiges Schiitteln gibt keine weitere Zunahme. 


Fir C,H,,0,N, Ber. C 48,47 H 5,09 N 14,14 NH,-N 7,07 
(198,08)  Gef. ,. 47,60 ,, 5,10 ,, 14,29, 14,41 ,, 6,70. 


16,495 mg Subst. verbrauchten in heiBem Wasser gegen Phenolphthalein 
8,40 cem 3/159 n-NaOH, entsprechend 1,008 Aquivalenten, bezogen auf ein 
Mol.-Gew. von 198. 


Kupfersalz. 50 mg Mimosin wurden in 5 cem siedendem Wasser 
gelést und so lange frisch gefilltes Kupferoxyd eingetropft, bis in der sich 
dunkelgriin firbenden Lésung ein geringer Uberschu8 an CuO ungelést 
blieb. Aus der hei8 filtrierten Lésung krystallisierte das Kupfersalz beim 
Abkihlen in dunkelgriinen, feinen Stiibchen. Beim Einengen der Mutter- 
lauge erhielt man weitere Mengen des Kupfersalzes. Aus diesem schwer 
léslichen Salz kann das Mimosin nach Zerlegung durch Schwefelwasserstoff 
wieder unveriindert zuriickgewonnen werden. 


4,835, 4,825 mg Subst.: 5,805, 5,760 mg CO,, 1,815, 1,825 mg H,O. — 
4,550, 4,670 mg Subst.: 0,41 (25°, 755 mm), 0,42 (26°, 752 mm) cem N,. — 
7,950, 9,530 mg Subst.: 1,730, 2,090 mg Cu. — 21,955 mg Subst. verloren 
2,720 mg H,O (100°, 5 mm iiber P,O,). An der Luft wurde das Wasser 
wieder aufgenommen. 

Fiir C,H,O,N,Cu-2H,O (295,68) 
Ber. © 32,47 H 4,09 N 9,47 Cu 21,50 HO 12,19 
Gef. ,, 32,74, 32,56 ,, 4,20,4,23 ,, 10,00,9,91 ,, 21,76,21,98 ,, 12,39. 
3-Amino-1-tyrosin. — NH,-N-Bestimmung. 

5,8434, 5,8434 mg Subst.: 0,358 (21°, 760 mm), 0,366 (22°, 760 mm) cem Ng. 
Auch nach 2stiindigem Schiitteln keine weitere Zunahme. 

Fir C,H,.O,N, (196,1) Ber. NH,-N 7,14 Gef. NH,-N 6,98, 7,14. 


Kupfersalz. 270 mg 3-Amino-1-tyrosin wurden in 500 cem siedendem 
Wasser geldst und frisch gefilltes Kupferoxyd in geringem UberschuB ein- 
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getropft. Die hei8 filtrierte, olivgriine Lésung lieB nach Zugabe von 200 ccm 
Athylalkohol beim Abkiihlen das schwer lésliche, griinblaue Kupfersalz jp 
kurzen Prismen (Mikroskop) ausfallen. Ausbeute 200 mg. 


4,438, 5,825 mg Subst.: 5,783, 7,620 mg CO,, 1,958, 2,515 mg H,0. — 
4,300, 4,730 mg Subst.: 0,39 (29°, 744 mm), 0,425 (26°, 744 mm) cem N,, — 
5,565, 5,306 mg Subst.: 1,200, 1,130 mg Cu. — 41,265 mg Subst. verlorep 
6,040 mg H,0 (100°, 5 mm iiber P,O,). 

Fiir C,H,,O,N,Cu-2'/,H,O (302,68) 
Ber. C 35,68 H 4,97 N 9,25 Cu 21,00 H,O 14,86 
Gef. ,, 35,58, 85,68 ,, 4,93, 4,83 ,, 9,91, 9,79 ,, 21,56, 21,80 ,, 14.63, 


_  2-Oxy-phenyl-aminoessigsdure. 14,5 g Salicylaldehyd in 350 cem 
Ather wurden mit 7g Ammonchlorid in 20 cem Wasser unterschichtet und 
unter Kiihlen und Schiitteln 7,5 g Kaliumeyanid in 30 cem Wasser langsam 
eingetropft (Druckflasche). Nach 5dstiindigem Schiitteln wurde in 120 cem 
konzentrierter Salzsiiure, die mit 70 cem Wasser verdiinnt waren, gegossen, 
die saure, wiBrige Phase abgetrennt, von einer amorphen Substanz befreit 
und 1 Stunde riickflieBend gekocht. Das ausgeiitherte, waBrige Filtrat wurde 
im Vakuum zur Trockne gebracht, das zuriickbleibende Chlorhydrat wit 
Silberoxyd in die freie Aminosiure iibergefiihrt und diese als schwer lis. 
liches, hellblaues Kupfersalz abgeschieden. Aus diesem erhielt man 4 g der 
reinen 2-Oxy-phenyl-aminoessigsiiure, die aus Wasser—Alkohol in feinen 
Nadeln krystallisiert und bei 204° unter Zersetzung schmilzt. Die Verbindung 
lést sich gut in Wasser (lackmussauer), gibt positive Ninhydrinreaktion und 
mit Eisenchlorid eine sehr intensive, bestindige, violette Farbung. 


8,050, 7,920 mg Subst.: 0,625 (24°, 749 mm), 0,616 (25°, 750 mm) cem X,. 


Fiir 2-Oxy-phenyl-aminoessigsiiure, C,H,O,N (167,07) 
Ber. N 8,37 Gef. N 8,59, 8,59. 


Kupfersalz. 12,500, 12,110 mg Subst.: 1,810, 1,760 mg Cu. 
Fiir (C,H,0O,N),Cu-2H,O (433,74) Ber. Cu 14,66 Gef. Cu 14,48, 14,53. 


2-Methoxy-3-oxy-phenyl-aminoessigsaure. Die Verbindung wurde 
aus 2-Methoxy-3-oxy-benzaldehyd (Ortho-vanillin) auf dem gleichen Wege 
wie die oben beschriebene 2-Oxyverbindung dargestellt. Sie krystallisiert 
aus Wasser-Alkohol in derben Prismen, die 1 Mol Wasser enthalten und 
schmilzt bei 197° unter Zers. Die wifrige Lésung reagiert lackmussauer, 
gibt positive Ninhydrinreaktion und eine intensiv blaue, nicht laugebestindige 
Farbung mit Eisenchlorid. 

8,935, 10,040 mg Subst.: 0,539, 0,593 cem N (24°, 753 mm). 

Fiir C,H,,0,N-H,O (215,1) Ber. N 6,51  Gef. N 6,70, 6,56. 

3-Carboxy-4-oxy-phenyl-aminoessigsaure. In die Lésung von 1,3 
Kaliumeyanid (1 Mol) und 5,5 g Ammonchlorid (5 Mole) in méglichst wenig 
Wasser wurde die methylalkoholische Lisung von 4 g 5-Aldehydo-salicy!: 
siureiithylester (1 Mol) eingegossen und Methanol weiter bis zur klaren 
Lésung zugegeben (Gesamtvolumen 100 ccm). Nach 2 tigigem Stehen wurde 
in 200 cem Wasser gegossen, die Emulsion mit Ather erschépft und der 
Atherauszug mit Wasser frei von Alkali gewaschen. Der lige Atherriick 
stand wurde mit 50 cem 10°, iger Salzsiiure angerieben, wobei unverindertes 
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Ausgangsmaterial auskrystallisierte und abgetrennt wurde. Das saure 


Filtrat hinterlie8 1,5 g des krystallinen salzsauren Aminonitrils. Dieses 
wurde mit 25 ccm konzentrierter Salzsiure und dem gleichen Volumen 
Wasser 2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht und die salzsaure Lisung 
der entstandenen Aminosiiure i. V. zur Trockne gebracht und mehrfach mit 
Wasser abgedampft. Dabei hydrolysiert das Chlorhydrat der neuen sauer 


| reagierenden Aminosiure, die dann aus Wasser umkrystallisiert werden 
kann. Die 3-Carboxy-4-oxy-phenyl-aminoessigsiure krystallisiert in feinen 


Nadeln mit 2 Molen Wasser; sie hat keinen eigentlichen Schmelzpunkt, 
sondern zersetzt sich von 200° an. Ihre wiBrige Lésung reagiert schwach 
kongosauer, gibt positive Ninhydrinreaktion und eine purpurrote Firbung 
mit Eisenchlorid. 


5,580, 5,455 mg Subst.: 8,930, 8,705 mg CO,, 2,635, 2,675 mg H,O. — 
5,590, 8,750 mg Subst.: 0,31 (25°, 739 mm), 0,48 (26°, 735 mm) ecm N. — 
21,530 mg Subst. verloren 3,130 mg H,0. 

Fiir C,H,O,N-2H,O (247,07) 
Ber. C 48,71 H 5,30 N 5,67 H,O 14,58 
Gef. ,, 48,67, 43,53 ,, 5,28, 5,49 ,, 6,00, 5,89 ,, 14,54. 


3-Carboxy-4-oxy-5(?)-nitro-phenyl-aminoessigsaure. 2,28 g der ent- 


‘ wisserten 3-Carboxy-4-oxy-phenyl-aminoessigsiure wurden in 10 eem kon- 
' zentrierter H,SO, bei 30—40° gelést und unterhalb 0° 0,5 cem konzentrierte 
© Salpetersiiure (s = 1,5, 1 Mol) langsam unter Riihren eingetropft. Nach 


| 2Stunden bei 20° wurde in 1 Liter Wasser gegossen und beim Sieden mit 


38 g Bleicarbonat die Schwefelsiure gefillt. Das geléste Blei wurde mit 
H,S entfernt, wonach die Nitrosiure aus dem auf 2U0 ccm eingeengten 
Filtrat ausfiel. Die Siure krystallisiert aus Wasser in gelbbraunen Nadeln, 
die sich von 195° an zersetzen, ihre gelbe, wiBrige Lésung reagiert kongo- 
sauer, nach Neutralisation ist die Ninhydrinreaktion positiv, Kisenchlorid 


fiirbt rot. 
6,785, 6,220 mg Subst.: 9,805, 8,950 mg CO,, 2,225, 2,095 mg H,0. — 


q 40,38 mg Subst. verloren 2,675 mg H,O. 


Fiir C,H,O,N,-H,O (274,07) 
Ber. C 89,41 H 3,94 H,O 6,57 
Gef. ,, 39,41, 39,24 ,, 3,67, 3,77 ,, 6,59. 


2,4-Dimethoxy-phenyl-hydantoin. 30g Resorcinaldehyd-dimethyl- 


| jither wurden in 60 cem Alkohol suspendiert und mit der Lésung von 13,2 g 
' Kaliumeyanid und 22,5 g Ammoncarbonat in 60 ccm Wasser 20 Stunden 


_ unter 15 Atmosphiren CO, im Autoklaven auf 80" erhitzt. Das nach dem 


’ Abkiihlen ausgefallene Hydantoin wurde aus 400 cem Wasser umkrystalli- 
/ siert; Ausbeute 24 g mit Schmelzp. 175—176°. 


2,4-Dimethoxy-phenyl-aminoessigsdure. 10g des beschriebenen 


, Hydantoins wurden mit 100 cem 20°%/,iger Kalilauge 15 Stunden am Riick- 
| fuB verseift. Die mit Eisessig neutralisierte Lésung schied beim Einengen 
| die 2,4-Dimethoxy-phenyl-aminoessigsiure als feinblittrigen Krystallbrei ab. 


Man krystallisierte aus Wasser-Alkohol um, wobei man 4 g reiner Amino- 


’ siure mit Schmelzp. 1883—184" erhielt. Die 2,4-Dimethoxy-phenyl-amino- 
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essigsiure krystallisiert in feinen Nadeln, gibt positive Ninhydrinreaktion und 
ein schwer lésliches, hellblaues Kupfersalz; Eisenchlorid gibt keine Firbung, 


3,620, 6,760 mg Subst.: 0,224 (27°, 754 mm), 0,400 (28°, 753 mm) cem VN, 
Fiir C,,H,,0,N (211) Ber. N 6,64 Gef. N 6,72, 6,48. 


3 (?)-Nitro-2,4-dimethoxy-phenyl-aminoessigsaure. 2,4 g 2,4-Dj. 
methoxy-phenyl-aminoessigsiiure (1 Mol) wurden in 11 g_ konzentrierter 
Schwefelsiiure gelést, unterhalb 0° 0,52 ccm konzentrierte Salpetersiiure 
(s = 1,5, 1 Mol) eingetropft und nach 2 stiindigem Stehen bei 20° in 1 Liter 
Wasser gegossen. Die siedende Lésung wurde mit 45 g Bleicarbonat yon 
Schwefelsiure befreit, das Blei als Sulfid gefillt und das Filtrat unter CO, 
auf 200 cem i. V. eingedampft. Beim Abkiihlen und Anreiben fiel die gelbe 
Nitrosiure bereits rein aus. Ausbeute 2,15 g. Die Verbindung ist miibig 
léslich in Wasser, kann daraus mit 2 Mol Wasser umkrystallisiert werden 
und schmilzt bei 162° unter Zers. 


6,125, 8,585 mg Subst.: 9,140, 12,800 mg CO,, 2,915, 4,195 mg H,0, 


Fiir C,,H,,0O,N,°2H,O (292) Ber. C 41,09 H 5,47 
Gef. ,, 40,70, 40,67 ,, 5,83, 5,47. 


3(?)-Amino-2,4-dimethoxy-phenyl-aminoessigsaure. 9 g der eben 
beschriebenen Nitrosiure wurden in 40 ¢g konzentrierter Salzsiure und 
60 cem Wasser (ausgekocht) gelést und auf dem Wasserbade in 15 Minuten 
10,4 g Zinn eingetragen. Nach weiteren 30 Minuten bei 100° wurde ver- 
diinnt und das Filtrat unter CO, i. V. eingedampft. Nach dem Aufnehmen 
in Wasser wurde das Zinn als Sulfid gefiillt, der Vakuumriickstand des 
amorphen Chlorhydrates in 20 ccm Wasser gelést und mit 5 n-Kalilauge 
gegen Lackmus neutralisiert. Aus der mit Wasser verdiinnten Léisung 
wurde beim Sieden mit Kupferoxyd das Kupfersalz der Aminosiiure ab- 
geschieden, das rohe Salz in heiber, wi8riger Suspension mit H,S zerlegt, 
wonach das Filtrat, i. V. unter CO, zur Trockne gebracht, 4,3 g der rohen 
3 (?)-Amino-2, 4-dimethoxy-phenyl-aminoessigsiure hinterlieB. Nach dem Un- 
krystallisieren aus wi8rigem Alkohol schmilzt die Verbindung bei 172° 
(unter Zers.), sie lést sich sehr leicht in Wasser, kaum in Alkohol, die Nin- 
hydrinreaktion ist positiv, mit Eisenchlorid entsteht keine Firbung. Das 
Kupfersalz bildet schmutzig-graugriine Nadeln. 

5,550, 5,550 mg Subst.: 0,63 (25°, 757 mm), 0,63 (26°, 757 mm) ccm . 

Fir C,,H,,0O,N, (226,1) Ber. N 12,838 Gef. N 12,68, 12,63. 

Kupfersalz. 22,850 mg Subst. verloren 2,735 mg H,O. — 6,800, 
4,660 mg Subst.: 0,720, 0,490 mg Cu. 
Fiir (C,,H,,0,N,),Cu-4H,O (585,85) Ber. Cu 10,85 H,O 12,30 

Gef. ,, 10,59, 10,51 ,, 11,97. 
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erter durch Ascorbinséure und Thioglykolsdure. 
saure a 
Liter q (Zugleich eine Erwiderung 

von auf die Veréffentlichungen von E. Abderhalden »’) 
— a sowie von S. Edlbacher u. A. von Segesser**®)]. 
selbe 
big _ 
rden Peter Holtz. 


Mit 2 Figuren im Text. 


H,0. 
i (Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
4 (Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1937.) 
eben : <a 
q In mehreren, vor kurzem erschienenen Arbeiten haben wir 
uter Cg. mae “ie i 
ver. [edie Einwirkung von ‘Ascorbinsiiure und Sulfhydrylkérpern aut 


men (© Histidin untersucht. Die oben zitierten Untersuchungen von 
des #® Abderhalden, sowie von Edlbacher und y. Segesser, die 
uuge #~=ssich mit der Wirkung der Ascorbinsiure auf Histidin befassen, 


sung . ° ° ° . 

“ah,  Cuthalten eine Anzahl von Befunden, die mit den unserigen nicht 

lect, [| Ubereinstimmen. KEhe ich auf die bestehenden Widerspriiche ein- 

hen gehe, gebe ich eine kurze Ubersicht iiber die von uns bisher er- 

Un @ haltenen Versuchsergebnisse. 

172’ a . . a 

Nin. In einer in den Naturwissenschaften erschienenen kurzen Abhandlung 
Das (2 Uber ,,Histaminbildung aus Histidin durch Ascorbinsiiure“*) habe ich zum 

| erstenmal von einer mit starker Braunfiirbung der Versuchsliésungen ein- 

. | hergehenden Einwirkung der Ascorbinsiure auf Histidin bei Sauerstoff- 

nN. a 


gegenwart berichtet. Ein Hinweis auf die durch Ascorbinséure ver- 
ursachte Bildung braunen Pigments, die auBer beim Histidin nur noch 
300, fae beim Tryptophan in vergleichbarer Intensitit beobachtet wurde, findet sich 
| | schon in der Dissertation von Frieda Midel ,,Uber physiologische Hem- 
mungsfaktoren fiir die Oxydation der Ascorbinsiure“’). Hier wird auch 


30 auf das unterschiedliche Verhalten dieser den Imidazolring enthaltenden 


97. 
1) E. Abderhalden, Fermentforschung 15, 285 (1937). 

*) E. Abderhalden, Fermentforachung 15, 360 (1937). 

*) §. Edlbacher u. "A. v. Segesser, Biochem. Z. 290, 370 (1937). 
3. Edlbacher u. A. v. Segesser, Naturw. 25, 461 (1937). 

5. Edlbacher u. A. v. Segesser, Naturw. 26, 556 (1937). 

?, Holtz, Naturw. 24, 14 (1987). 

’. Midel, Dissertation, Greifswald. 1936. 
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Verbindungen und des Tyrosins sowie Adrenalins hingewiesen, bei denen 
die bei der Oxydation sonst auftretende Braunfirbung durch Ascorbinsiiure 
bekanntlich verhindert wird. — In der erwiihnten Arbeit iiber Histamin- 
bildung habe ich ferner betont, ,,daB die zur Entstehung von Histamin 
fiihrende Decarboxylierung von Histidin weder der einzige, noch der iiber- 
wiegend durch die Ascorbinsiiure veranlaBte chemische Vorgang ist‘, 
sondern ,,daB neben der Decarboxylierung auch eine Desaminierung yon 
Histidin stattfindet“, und mit der Méglichkeit gerechnet, ,,da8 sich damit 
eine vielleicht auch allgemeinere Bedeutung der Ascorbinsiure fiir den 
intermediiiren Stoffwechsel des Histidins ergibt, wobei uns insbesondere 
Beziehungen zu der von Edlbacher entdeckten und niher untersuchten 
Histidase interessieren“. 

Den ersteren Vorgang, die Histaminbildung aus Histidin, habe ich 
unter Mitarbeit von R. Heise*) niher untersucht. Es ergab sich, daf 
auBer der Ascorbinsiure und besser als diese eine Anzahl schwefelhaltizger, 
reduzierender Substanzen wie Cystein, Thioglykolsiure und Glutathion bei 
der Kinwirkung auf Histidin einen Teil der Aminosiure in das Amin um- 
wandelten. Wir haben den der Aminbildung vermutlich zugrunde- 
liegenden Reaktionsmechanismus ausfiihrlich besprochen und die Frage 
nach einer vielleicht allgemeineren Bedeutung von Redoxsubstanzen mit 
stark negativem Redoxpotential fiir die Aminbildung im Organismus erértert. 

Der unter Abspaltung von Ammoniak erfolgende, durch Ascorbinsiiure 
veranla8te Histidinabbau wurde gemeinsam mit G. Triem*%) untersucht. 
Wir fanden, da8 es unter dem Einflu8 yon Ascorbinsiure und in gleicher 
Weise von Thioglykolsiure auf Histidin zur Offnung des Imidazolrings kam. 
Hierbei wurde ein Molekiil Ammoniak abgespalten, das bei der Destil- 
lation mit Soda itiberging, und es entstand ein stickstoffhaltiges Zwischen- 
produkt, aus dem durch Behandlung mit Natronlauge noch einmal die gleiche 
Menge Ammoniak in Freiheit gesetzt wurde, die sich schon als priifor- 
miertes Ammoniak mit Soda hatte austreiben lassen. Wir haben auf die 
Parallelen hingewiesen, die zwischen diesem Abbaumechanismus und dem- 
jenigen bestehen, welcher der Wirkung der Histidase, des in der Leber vor- 
handenen spezifisch auf Histidin eingestellten Abbauferments, zugrunde liegt. 


Auch Abderhalden sowie Edlbacher und vy. Segesser 
finden in Ubereinstimmung mit unseren Versuchsergebnissen, dab 
in Histidinlésungen bei Gegenwart von Ascorbinséure und Sauer- 
stoff eine Braunfiirbung auftritt, und daB Histidin sich in bezug 
auf die Intensitaét dieser Farbreaktion von den meisten anderen 
Aminosiuren unterscheidet. 


Histaminbildung. 


Abderhalden hat versucht, in dem System Ascorbinsaure- 
Histidin die Entstehung von Histamin nachzuweisen. Daf dieser 
Nachweis mit chemischen Methoden nicht gelingt — Ausschiitteln 


8) P. Holtz u. R. Heise, Arch. f. exper. Path. 186, 269 (1937). 
® P. Poltz u. G. Triem, Diese Z. 248, 5 (1987). 











enen 
diure 
min- 
amin 
iber- 
ist“, 

von 
amit 

den 
dere 
hten 


ich 
dab 
iger, 
bei 
um- 
nde- 
rage 
mit 
tert. 
iure 
cht. 
sher 





{iber den Mechanismus des Histidinabbaus durch Ascorbinsiiure usw. 89 





mit Chloroform, beim Verdampfen hinterbleibt kein Riickstand —, 
ist verstindlich, wenn man beriicksichtigt, daB die von uns im 
biologischen Versuch nachgewiesenen, durch Ascorbinsiiure aus 
Histidin gebildeten Histaminmengen nur einige y betragen. In 
Versuchen am _ isolierten Meerschweinchendarm findet auch 
Abderhalden, wie er in einer friiheren Arbeit angibt, bisweilen 
geringfiigige Tonuszunahme, und lift auberdem, da Vitamin C- 
Lisung an sich in seinen Versuchen eine Tonussenkung bewirkt, 
die Méglichkeit offen, ,daB die Anwesenheit von Histamin durch 
die Gegenwart von Ascorbinsiure verdeckt wird“. Trotzdem 
lehnt er in der zweiten Mitteilung die Entstehung von Histamin 
ab. DaB andererseits bei der Reaktion zwischen Ascorbinsiure 
und Histidin ,der wesentliche Vorgang ohne Zweifel Desaminie- 
rung ist“, habe auch ich nicht bezweifelt, vielmehr gerade im 
Hinblick auf die bei einem Teil des in Reaktion befindlichen 
Histidins stattfindende Abspaltung von Ammoniak selbst darauf 
hingewiesen, daB die Histaminbildung aus Histidin weder der 
einzige, noch der iiberwiegend durch die Ascorbinsiiure veran- 
late chemische Vorgang ist. ‘Trotzdem halte ich die Bildung 
von Histamin durch unsere Versuche fiir gesichert, zumal wir in 
Versuchsansaitzen mit SH-Verbindungen, die wahrscheinlich mit 
dem gleichen Wirkungsmechanismus auf Histidin einwirken wie 
die Ascorbinsaure, eine durch die Anwesenheit von Histamin er- 
klirbare mehrfach héhere biologische Wirksamkeit beobachteten 
und den von uns angenommenen Reaktionsmechanismus der 
Histaminbildung in Modellversuchen wahrscheinlich machen 


konnten 1°), 


DaB Edlbacher') in seinen Versuchen den von uns er- 
hobenen Histaminbefund nicht bestiitigen kann, hat seinen Grund 
darin, daB er sich nicht an die von uns angegebenen Versuchs- 
bedingungen hilt. Seine Versuchsansatze enthalten ein Drittel 
bis ein Sechstel der von uns,angewandten Histidinmengen, dafiir 
doppelt bis 3fach soviel Ascorbinsiure, ferner setzt er im Gegen- 
satz zu uns Eisen zu und durchstrémt sehr lange (24 Stunden) 
mit Sauerstoff. In demnichst erscheinenden Arbeiten’!*) wird ge- 
zeigt, daB jede einzelne dieser von den unserigen abweichenden 


”) P. Holtz u. R. Heise, ,,Histaminbildung und Histaminzerstérung 
durch Ascorbinsiiure und SH-Kérper“. Arch. f. exper. Path. (im Druck); 
P. Holtz, ,,Oxydo-reduktionskatalytische Entstehung von Histamin aus 
Histidin“, Naturw. 25, 589 (1987). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCL. 
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Versuchsbedingungen fiir sich schon geniigt, um den Nachweis 
von Histamin unméglich zu machen. — Die Fig. 1 und 2 geben 





Fig. 1. Fig. 2. 
Histaminbildung aus Histidin durch Ascorbinsiure. 


Fig. 1. Katze. Pernoctonnarkose. Blutdruck in der Art. femoralis. 
Versuchslésungen: In 10ccm aqu. dest. 100 mg 1-Histidin-mono-chlorhydrat (Hoffmann. 
La Roche) + 25mg Ascorbinséure. 24 Stunden in weithalsigem Reagenzglas in Stickstoff. 
bzw. Luftatmosphire gehalten. 2=2cemin N,; 2=2ccemin Luft; ¢=2y Histamin, 


Fig. 2. Isolierter Meerschweinchendarm in 20 ccm Tyrodelésung. 
Versuchslésungen: Wie im Versuch der Fig. 1. — 17 Stunden in Stickstoff- bzw. Luft- 
atmosphire gehalten. 27 = 1ccmin N,; 2=1 ccm in Luft. 





Versuchsbeispiele fiir den Nachweis des durch Ascorbinsiure ge- 
bildeten Histamins am biologischen Testobjekt. 





[ 

Histidasewirkung. 
Hierunter verstehe ich die von G. Triem und mir?) beschrie- _ 
bene Abbauwirkung der Ascorbinsiiure auf Histidin, die dadurch Vi 
charakterisiert ist, da unter Offnung des Imidazolrings ei sue 





Molekiil Ammoniak freigemacht wird und aus einem sich bildendaf N 
alkaliempfindlichen Zwischenprodukt ein zweites Molekiil An- “ 
moniak durch Natronlauge erhalten werden kann. Abderhaldeif 
kann diese Ergebnisse nicht bestiitigen. — Wenn er in def 
ersten Mitteilung!) eine Mitbeteiligung des Imidazolrings an de! 
Reaktion fiir unwahrscheinlich hidt, weil auch schon stark ver- 
firbte Lisungen noch eine positive Probe mit Diazobenzolsuli-F 

siiure geben, so bedeutet das keinen stichhaltigen Einwand, uf es 
bei der Reaktion zwischen Ascorbinsiure und Histidin der Un- 
satz im allgemeinen nur wenige Prozent betrigt. Abderhalden’ 
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findet dann aber bei der Destillation mit Soda immer weit melt : 
Ammoniak als bei der darauffolgenden Destillation mit Lavy” 
nachgeliefert wird: so z. B. in einem Versuchsansatz ohne Kise 

5,94 com n/50 NH, mit Soda, 1,87 ccm nachtriglich mit Lauge als 


in einem Versuch cuit Zusatz von Ferrisulfat 11,18 com n/50 NEE 
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mit Soda, 3,77 cem anschlieBend mit Lauge. Aus den methodi- 
schen Angaben ist nicht zu ersehen, mit welchen Sodakonzen- 
trationen gearbeitet wurde, aber auch so liBt sich die Ursache fir 
diese von unseren Resultaten abweichenden Befunde auffinden. 
Wihrend Edlbacher und Segesser anscheinend bei Zimmer- 
temperatur und wir bei 40° destillierten, nahm Abderhalden 
die Ammoniakbestimmungen bei 60° vor. Unter diesen Versuchs- 
bedingungen wird aber nicht nur das einem Stickstoffatom des 
Histidinmolekiils entsprechende, priformiert vorliegende Ammoniak 
ausgetrieben, sondern das alkaliempfindliche stickstoffhaltige 
Zwischenprodukt, das spaiter erst bei der Destillation mit Lauge 
seinen Stickstoff als Ammoniak abgeben soll, auch schon durch 
Soda zum Teil angegriffen und unter Abspaltung von Ammoniak 
zersetzt. Das geht aus einem Versuch hervor, in dem wir von 
zwei gleichen Versuchsansitzen den einen bei 40°, den anderen 
bei 60° bei gleicher Sodaalkalitit destillierten (Tab. 1). Hiatte 
Edlbacher in seinen Arbeiten iiber die Histidase bei 60° 


Tabelle 1. 


Histidinabbau durch Ascorbinsiure. 
Einflu8 der Destillationstemperatur. 


Destillation im gleichen Versuchsansatz. Zu 10cem Versuchslésung: 


1. 5ecem Na,-CO, 10°/,, 3 Stunden bei 40° bzw. 60°. 
2. 5eem Na-OH 10 °/,, 15 Minuten bei 100°. 




















Ver- | 1-Histidin- eaiilie O,- ecem n/100-NH, G 
suchs- | monocblor-|“*°O"""™ | py Durch- mit ong 
Nr. hydrat err leitung Soda | Lauge| * 
i veel Ci Ae laa eS 40 o- [ 100 0 
la | 100mg | 50mg 5 15Stdn. | 63 | 6,5 12,8 
60° | 100° 
b | 100mg | 50mg 5 15Stdn. | 81 | 4,4 12,5 




















destilliert, so wirde er den charakteristischen Reaktionsmechanis- 
mus der Fermentwirkung vermutlich nicht entdeckt haben; um 
diesen aufzuzeigen, darf man, wie aus den im folgenden mit- 
geteilten Untersuchungen hervorgeht, bei der Ammoniakbestim- 
mung die Temperatur nicht einmal auf 40° ansteigen lassen. Die 
Bezeichnung der Einwirkungsart der Ascorbinsiure auf Histidin 
als ,,Histidasewirkung“ in dem oben gekennzeichneten Sinn trifft 
deshalb trotz der abweichenden Befunde Abderhaldens zu. 

7? 
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Abderhalden sagt dann weiterhin, daB ,,.Edlbacher und 
Segesser in Ubereinstimmung mit seinen (Abderhaldens) Be- 
funden und im Gegensatz zu denen von Holtz bei Abwesenheit 
von Hisen keine der Histidasewirkung vergleichbare Wirkung er- 
hielten, wohl aber dann, wenn dieses zugegen war“. Edlbacher 
und Segesser haben aber iiberhaupt keine Versuche ohne Eisen- 
zusatz gemacht, in denen auf Histidasewirkung untersucht wurde. 
In den beiden einzigen Versuchen ohne Hisenzusatz, welche die 
Autoren mitteilen, wurde nur mit Soda destilliert. — Die An- 
gabe Abderhaldens, daB die Wirkung der Ascorbinsiure griéfer 
ist, wenn die gesamte Ascorbinsiuremenge auf einmal zugesetzt 
wird als wenn der Zusatz portionsweise in gewissen Zeitabstiinden 
erfolgt, steht im Widerspruch zu unseren Befunden, da wir das 
Umgekehrte fanden. Aber auch hier ist der Widerspruch nur 
ein scheinbarer; denn bei niherem Zusehen ergibt sich, dab ge- 
rade die beiden Versuche, auf deren Ergebnisse Abderhalden 
sich stiitzt (a. a. O., 2, S. 366), ohne Durchleitung von Sauerstoff 
ausgefiihrt wurden. Bei einer Versuchsdauer von 8 Stunden 
wurden in dem einen Versuch zu 1 g Substrat 800 mg Ascorbin- 
siure auf 1mal zugegeben, im anderen 8 mal je 100 mg jede 
Stunde. Da wir mit Sicherheit annehmen diirfen, daB die As- 
corbinsiure durch die bei ihrer Autoxydation erfolgende Bildung 
labiler, peroxydartiger Produkte wirkt, ist es selbstverstandlich, 
daB sich im ersten Fall eine gréBere Menge Oxydationsprodukte 
bilden kann und dementsprechend die Wirkung auf das Substrat 
eréBer ist als im letzteren Fall, in dem am Versuchsende der 
erdéBte Teil der zugesetzten Ascorbinsiure sich wahrscheinlich 
iiberhaupt noch nicht oxydiert hat und noch in der reduzierten 
Form vorliegt. Fiihrt man jedoch die Versuche unter Durch- 
leitung von Sauerstoff aus, wie wir das getan haben, und wilt 
die Versuchsdauer so, daB am Versuchsende alle zugesetzte As- 
corbinsiure sicher oxydiert ist, so ist leicht verstiindlich, dab der 
hiufige Zusatz kleiner Ascorbinsiiuremengen wirksamer ist als 
der auf einmal erfolgende Zusatz der Gesamtmenge. 

EinfluB des Kisens. Edlbacher und Segesser’) haben 
gefunden, daB der durch Ascorbinsiiure veranlaBte Histidinabbau 
durch Ferrisalze katalytisch beeinfluBt wird. Auch mit Ferro- 
salzen, die wie die Ferrisalze an sich keine nennenswerte Wirkung 
auf Histidin ausiiben, erhalten wir eine Verstirkung der Ascorbit- 
siurewirkung auf das 2—3fache. Die gleiche katalytische Wirkung 
des Eisens, vielleicht noch deutlicher als bei der Ascorbinsiure, 
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zeigt sich in Versuchen mit Thioglykols’ure. Wie Kisensalze wirkt 


Himin (Tab. 


2), 


Tabelle 2. 


Histidinabbau durch Ascorbinsiure und Thioglykolsiure. 


EinfluB des Ejisens. 


Destillation im gleichen Versuchsansatz. 
1. 10 cem Na,-CO, 5°/,, 3 Stunden bei 40°. 


Zu 10 ccm Versuchslésung: 


2. 10 cem Na-OH 5 toy’ 15 Minuten bei 100°. 























Substrat Zusitze 
|-Histidin | Ascorbin- |... a. 7. 
(Schuchardt) siure wy 100-Eisensalz 
50 mg 50 mg — 
50 mg — 0,5 Fe-SO, 
50 mg 50mg + 0,5 FeSO, 
100 mg 25 mg — 
: 100 mg “en. |! 
eC 100 mg 25mg + 1,0 Fe-SO, 
 |-Histidin 
(Hoffmann- 
La Roche) 
50 mg 100 mg — 
eb 50 mg 100mg + 0,5 Fe-Cl, 
50 mg 100 mg “en 
4 b 50 mg 100mg + 1,0 Fe,(SO,); 
50 mg 100 mg 
50mg | 100mg + 1,0 Fe-Cly 
1-Histidin Thioglykol- | | 
(Schuchardt) siure | Fe-80, afi Hiimin 
50 mg 25 mg ely: — Zz - 
50 mg 25mg + 1,0m/100; — 
50 mg 25 mg ~—. + img 
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Stimmen somit unsere Resultate mit den Edlbacherschen 
qualitativ iiberein, so weichen sie in quantitativer Hinsicht sehr 
stark von ihnen ab. Wahrend Edlbacher durch Zusatz von 
Kisen Wirkungssteigerungen bis zum 20fachen der urspriinglichen 
Wirkung erzielt, erhalten wir bei Anwendung der gleichen Kisen- 
menge im allgemeinen nur Umsatzerhéhungen bis zum Doppelten, 
nie mehr als bis zum 3fachen des ohne Kisenzusatz stattfindenden 


Abbaus, 


Dafiir liegen die Werte unserer ohne Zugabe von Hisen 
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mit den verschiedensten Histidin- und Ascorbinsiurepriparaten 
ausgefiihrten Versuche allerdings 10 und mehrfach héher als die 
von Edlbacher angegebenen. Unsere Ergebnisse stimmen hierin 
mit denen von Abderhalden iiberein, der ebenso wie wir nie- 
mals auch nur annihernd so starke Aktivierungen durch Lisen 
beobachtete, wie Edlbacher sie mitteilt. 

In unserer vorliufigen Mitteilung'!) hatten wir iiber Versuche 
mit l- und d,l-Histidin berichtet, aus denen hervorging, daf die 
Histidasewirkung der Ascorbinsiure eine gewisse optische Spezifitit 
hesitzt, indem besonders die ]-Form sich dem Angriff der Ascorbin- 
siure zuginglich erwies. Auf Grund der Ergebnisse zahlreicher, 
spiiter in dieser Richtung ausgefiihrter Versuche haben wir dann 
in der ausfiihrlichen Arbeit®) darauf hingewiesen, daB die Resultate 
der ersten Versuche sich nicht immer mit der gleichen Deutlich- 
keit reproduzieren lieBen. Immerhin fanden wir in 10 Versuchen 
niemals, daB die beiden optischen Isomeren sich umgekehrt ver- 
hielten, in den meisten Fallen wurde, obwohl uns fiir eine Be- 
urteilung des Verhaltens der d-Form nur das racemische Gemisch 
zur Verfiigung stand, aus 1l-Histidin mehr Ammoniak gebildet. 
Daneben fiel auf, da die Lésungen von |-Histidin sich schneller 
und tiefer braun farbten als die Lésungen der racemischen Form. 
Wir glaubten deshalb zum mindesten auf eine leichtere Angreif- 
barkeit des natiirlichen |]-Histidins schlieBen zu diirfen. Fiir eine 
optische Spezifitat der Ascorbinsiurewirkung wiirde auch sprechen, 
daB es Abderhalden bei Versuchen iiber die in Lésungen von 
l-, d- und d,l-Phenylalanin durch Ascorbinsiure veranlaBte Gelb- 
farbung ,,so schien, als ob bei Anwesenheit von d-Phenyialanin 
eine gewisse Verzégerung im Auftreten der Farbreaktion vorliege*. 
Da wir weiterhin bei unseren Untersuchungen iiber Histamin- 
bildung aus Histidin durch Ascorbinsiure ebenfalls ein verschieden- 
artiges Verhalten von 1- und d,l-Histidin beobachteten, bezeich- 
nenderweise hier im umgekehrten Sinn wie bei der Histidasewirkung 
der Ascorbinsiure, wihrend die optisch inaktive Thioglykolsiure 
aus l- und d,l-Histidin gleich viel Histamin bildete, schlossen wir 
sowohl fiir die histaminbildende als fiir die histidaseihnliche 
Wirkung der Ascorbinsiure auf eine optische Spezifitit der 
Reaktion. Dieser SchluB war nicht berechtigt. — Da es uns bel 
unseren Untersuchungen tiber Histaminbildung aus Histidin darau! 
ankam, ein méglichst histaminfreies Histidinpraiparat zu benutzer, 


1) P. Holtz u. G. Triem, Naturw. 25, 251 (1937). 
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nahmen wir fiir die meisten Versuche, wie wir das auch in unserer 
Verdffentlichung betont haben, 1-Histidinmonochlorhydrat von 
Th. Schuchardt, das sich im Gegensatz zu dem gleichen Pri- 
parat von Hoffmann-La Roche praktisch als histaminfrei erwies. 
Fir Versuche mit d-Histidin stand uns, wie wir ebenfalls an- 
gegeben haben, nur d,l-Histidinmonochlorhydrat von Fraenkel 
und Landau zur Verfiigung*). Inzwischen hatten wir die Még- 
lichkeit, mit reinem d-Histidinmonochlorhydrat von Hoffmann- 
La Roche**) unsere Ergebnisse nachzupriifen, und nahmen zum 
Vergleich 1-Histidinmonochlorhydrat von Hoffmann-La Roche 
und Schuchardt. Wie in unseren friiheren Versuchen, so wird 
auch jetzt aus 1-Histidin (Schuchardt) immer deutlich mehr 
Ammoniak gebildet als aus d-Histidin. So erhilt man z. B. bei 
Anwendung von 50 mg Histidin und insgesamt 100 mg Ascorbin- 
siure bei ein- oder mehrmaligem Zusatz der letzteren aus |-Histidin 
(Schuchardt) 11,4, 14,6, 16,2 ccm n/100-Gesamtammoniak, unter 
gleichen Bedingungen aus d-Histidin (Hoffmann-La Roche) 
64, 8,0, 8,4 ccm n/100-Ammoniak. Die beiden optisch-aktiven 
Priparate von Hoffmann-La Roche verhalten sich jedoch der 
Ascorbinséure gegeniiber gleich. Das unterschiedliche Verhalten 
der von Hoffmann-La Roche bzw. von Schuchardt bezogenen 
Priparate beruht auf einer starken Verunreinigung desSchuchardt- 
schen Histidins mit Eisen. 50—100 mg Histidinmonochlorhydrat- 
Schuchardt, in 2—3 ccm aqu. dest. gelist, geben bei Zusatz von 
Rhodankalium eine starke Rotfirbung. Die Lésung des Histidins 
Hoffmann-La Roche bleibt unter gleichen Bedingungen farblos. 
Die hohen Ammoniakwerte, die bei der Kinwirkung von Ascorbin- 
siure auf Histidin-Schuchardt erhalten werden, finden somit ihre 
Erklirung in der Gegenwart gréferer, katalytisch wirksamer 
Kisenmengen. 


EKinflu8B des Kupfers. Von der katalytischen Wirkung des 
Kisens prinzipiell verschieden ist diejenige des Kupfers, iiber die 
von G. Triem und mir schon kurz berichtet wurde. Eine Uber- 
sicht iiber die Ergebnisse einiger unter verschiedenen Bedingungen 
ausgeftihrten Versuche mit Kupfer wird in der Tab. 3 gegeben. 
Der Versuch 3a zeigt, daB es selbst bei 24stiindiger Sauerstoff- 


—_—, 


*) Von Hoffmann-La Roche konnten wir weder d-, noch d,1-Histidin 
erhalten. 

**) Herrn Prof. Edlbacher spreche ich auch an dieser Stelle meinen 
besten Dank fiir die Uberlassung des Priiparates aus. 
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Tabelle 3. 
Histidinabbau durch Kupfer. 


Einflu8B des Kupfers auf die Wirkung der Ascorbinsiure 
und Thioglykolsiure. 


Destillation im gleichen Versuchsansatz. 


Zu 10 cem Versuchsliésung: 


1. 5eem Na,-CO, 10°/,, 3 Stunden bei 40° 
2. 5eem Na-OH 10°%/,, 15 Minuten bei 100°. 








Substrat 


100 mg 
l-Histidin 
100 mg 
Glykokoll 
100 mg 
Alanin 
100 mg 
Phenylalanin 
50 mg 


1-Histidin 
desgl. 


50 mg 
]. Histidin 
50 mg 
Pilocarpin 


50 mg 
]-Histidin 
desgl. 
desgl. 
50 mg 
1-Histidin 
desgi. 


desgl. 


100 mg 
1-Histidin 
desgl. 


desgl. 





Zusiitze 


| 2ecem, m/100 
desgl. 
‘ desgl. 
desgl. 
1cem, m/100 


1 cem, m/10 


0,5 cem, m/100 


desgl. 
Ascorbin-| Gg. gq 
siiure Cu-S0, 
25 mg | — 


| 1 cem, m/100 
25 mg + 1ecm, m/100 


50 mg — 
1 eem, m/100 


50 mg + 1cem, m/100 


25 mg — 
| 


| 2ecem, m/100 


25 mg + 2ccm, m/100 





Pu 





0,- 
Durch- 
leitung 


24 Stdn. 


24 «sy, 


36 Stdn. 


36, 
36 ”? 
20 
20 ,, 
20 


20 Stdn. 
20 » 


9° 
20 yy 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 
i ecm n/100-NH, 
per 02 mit Gesamt- 
nchs-| Substrat Zusitze Po | Durch- : a 
2 : |} (an- NH, 
: Nr. leitung | Sodaq_ schlieBend) 
: Lauge 
a i : - 
kolsiure Cu-SO, 
50 m . jx 
la 1 Histidin 25 mg -- 44 | 24 Stdn 2,5 | - 
Cresanfie 1) desgl. — | 1eem, m/100 | 7,4] 24 ,, mn a" 
NE desgl. 25 mg + 1lecm, m/100 | 7,4] 24 ,, 5,3 
100 mg = r 
Ba | )-Histidin | 10°™S | eee sy si 18,9 
Db desgl. — - 1eem, m/100 | 7,4 | 20 ,, 8,4 
he desgl. 100 mg + leem, m/100 | 7,4 | 20 ,, 12,9 





























durchstr6mung einer kupferhaltigen MHistidinlésung zu _ keiner 
nennenswerten Desaminierung kommt: nach 3stiindiger Destillation 
mit Soda bei 40° finden wir 0,2 ccm n/100-NH,. Destilliert man 
jetzt aber weiterhin unter Zusatz von Natronlauge bei 100° noch 
10 Minuten lang, so werden gréfere Mengen Ammoniak in Frei- 
heit gesetzt (5,8 ccm), die sich bei noch linger fortgesetzter 
Destillation erhéhen; so wurden z. B. im vorliegenden Fall durch 
eine zweite, sich anschlieBende Destillation von 10 Minuten Dauer 
noch weitere 2,4 ccm n/100-NH, gebildet. Im Gegensatz hierzu 
wird durch Eisen auch bei 100° und Gegenwart von Lauge aus 
Histidin kein Ammoniak freigemacht. — Aus dem Versuch la 
geht hervor, daB auch ohne vorherige Durchstrémung der Ver- 
suchslésungen mit Sauerstoff und schon bei 40° durch Destillation 
mit Lauge meBbare Mengen Ammoniak entstehen, die dann aller- 
dings bei héherer Temperatur deutlich zunehmen. Gleichzeitig 
nehmen die Liésungen einen zuerst violetten, dann tief braunen 
Farbton an, wie er uns von der Reaktion zwischen Ascorbinsiure 
und Histidin her bekannt ist. — Wéahrend aus Pilocarpin als 
Imidazolderivat Ahnlich wie aus Histidin durch Kupfer Ammoniak 
in gréBeren Mengen abgespalten wird (Versuch 3b), ist der KinfluB 
des Kupfers auf Glykokoll und besonders auf Alanin und Phenyl- 
alanin nur gering (Versuch 1b, ¢, d). 

Die Wirkung des Kupfers, die sich durch Destillation der 
Versuchsansiitze mit Lauge bei 100° am besten zeigen laBt, addiert 
sich nun in Versuchen mit Ascorbinsiure + Kupfer zu der von der 
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Ascorbinsiure allein ausgeiibten Wirkung bestenfalls einfach 
hinzu (Versuch 4 und 5). Mitunter ist die vom System Ascorbin- 
siure—Kupfer verursachte Wirkung sogar etwas kleiner als die 
Summe der von den beiden Systemkomponenten einzeln aus- 
geiibten Wirkung (Versuch 6), jedenfalls ist nicht der geringste 
Anhaltspunkt dafiir gegeben, daf die Wirkung der Ascorbinsiure 
durch Kupfer katalysiert wird, wie das durch Eisen in so aus- 
gepriigtem Mae geschieht. Wenn Abderhalden deshalb im 
Anschlu8 an eine Besprechung der katalytischen Wirkung des 
Hisens sagt, ,,.Kupfer ist auch im Sinne einer Beschleunigung der 
Desaminierung wirksam“, so trifft das insofern nicht zu, als die 
Wirkung des Kupfers keine katalytische, sondern eine rein 
additive ist, als solche aber von Abderhalden nicht erkannt 
werden konnte, da er keine Kontrollversuche mit Kupfer allein 
machte. 

Da8B die Wirkung des Kupfers von der des Eisens ihrem 
Wesen nach verschieden ist, zeigt sich besonders deutlich in Ver- 
suchen mit Thioglykolsiure (Versuch 7, 8). Hier ist die Wirkung, 
die das System Thioglykolsiure—Kupfer ausiibt, immer ganz deutlich 
schwiicher als die Summe der den Komponenten zukommenden 
Einzelwirkungen. Die Erklirung fiir die verschiedene Beeinflussung 
der Ascorbinsiure- bzw. Thioglykolsiurewirkung durch Kupfer liest 
wahrscheinlich nicht nur darin, daf der gerade bei den Sulfhydryl- 
substanzen stark ausgeprigte oxydationsbeschleunigende EKinflub 
des Kupfers bei der Reaktion mit Thioglykolsiure die beschleunigte 
Umwandlung der bei der Oxydation entstehenden labilen, aber 
allein wirksamen peroxydartigen Zwischenprodukte zu unwirksamen 
Endprodukten veranlaft und damit die fiir die Reaktion mit 
Histidin zur Verfiigung stehende Reaktionszeit abkiirzt, wie wir 
das in unserer ersten Arbeit®) annahmen. Denn unter bestimmten 
Versuchsbedingungen ist die von Thioglykolsiure + Kupfer _ver- 
ursachte Wirkung sogar geringer als die des Kupfers allein, so 
daB hier also auch eine Abschwiichung der Kupferwirkung durch 
Thioglykolsiure angenommen werden mu8. Diese kénnte auf der 
groBen chemischen Affinitit zwischen Kupfer und schwefelhaltigen 
Verbindungen — auB8er Thioglykolsiiure z. B. auch Cystein oder 
Glutathion — beruhen und dadurch zustande kommen, daf das 
Kupfer durch die Thioglykolsiure fest gebunden und damit dem 
Reaktionssystem entzogen wird. 
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ac . 
— a Hydrolytischer und oxydativer Histidinabbau. 
die f Ein wesentlicher Unterschied zwischen der Wirkungsart der 
1us- [| Histidase und der von uns untersuchten Redoxsysteme liegt darin, 
gste [ a8 das Ferment auch bei Sauerstoffabwesenheit wirksam ist, 
‘ure ff wihrend Ascorbinsiure und Thioglykolsiure nur bei Sauerstofi- 
us- gegenwart Histidin abbauen. Wihrend somit die durch Ascorbin- 
im [ siure und Thioglykolsiure verursachte Ringéffnung und vielleicht 
des fF auch der sich anschlieBende, unter Abspaltung der beiden N-Atome 
der [F des Imidazolrings erfolgende weitere Abbau des Histidins ver- 
die [ wutlich ein oxydativer Vorgang ist, handelt es sich bei der 
ein — Fermentwirkung, wie Edlbacher annimmt, um eine hydrolytische 
nut § Spaltung. Nach EKdlbachers Untersuchungen fiihrt die hydroly- 
ein § tische Ringsprengung zur Entstehung eines labilen, bisher nicht 
' faBbaren Zwischenproduktes, aus dem nach Behandlung mit Siure 
‘em (— oder Lauge gréBere Mengen Glutaminsiiure entstanden. Das 
‘er- (— Zwischenprodukt selbst halt Edlbacher fir Formylglutamin. 
ng, 3 Wenn der Imidazolring aber oxydativ geéfinet wird, so ist damit 
ich ( zu rechnen, daB die hierdurch ausgelisten Abbaureaktionen nicht 
len [| zur Entstehung der gleichen Produkte fiihren wie bei der hydroly- 
ing - tischen Ringsprengung durch das Ferment. 
egt FF Schon aus den Ergebnissen, die man bei der Destillation der 
‘yl. [F Versuchsansitze mit Soda zur Bestimmung des priiformierten 
lu’ Ammoniaks erhialt, geht hervor, daB das bei der Histidasereaktion 
ete — entstehende Zwischenprodukt nicht identisch sein kann mit 
ber [fF demjenigen, das von der Ascorbinsiure bzw. Thioglykolsiure aus 
1en =F Histidin gebildet wird. 
_ i Methodik. Versuche mit Histidase. Die Fermentlésungen wurden 
ia folyendermaBen hergestellt: Meerschweinchenleber wurde mit Quarzsand zu 
ten q Brei verrieben, der Leberbrei dann im Verhiiltnis 1: 2,5 mit m/50-Kalium- 
er- [—  phosphatpuffer vom py 8 versetzt und zentrifugiert. Von der tiberstehenden 
50 _ Lésung wurden je 5cem in die Versuchsgliser eingefiillt und mit 5 cem 
-" aqu. dest. bzw. 50 mg |- Histidinmonochlorhydrat in 5 ecm aqu. dest. (neu- 
| tralisiert) versetzt. Zu allen Ansiitzen 1 cem m/2-Kaliumphosphat py, 8 und 
der pF lcem Toluol. 20—24 Stunden Brutschrank. 38°. 
i Ammoniakbestimmung. Priformiertes Ammoniak. Zusatz von 
ler | 2,5—5,0 cem 10°/,iger Sodalésung. Ubertreiben des Ammoniaks bei Zimmer- 
las _ temperatur oder bei 40° mit Luftstrom (3 Stunden lang) in vorgelegte 
em ; /100-Salzsiure. — In einigen Versuchen wurde, um jede Zersetzung des 


entstandenen Zwischenproduktes zu vermeiden und nur das wirklich pra- 
formiert vorliegende Ammoniak zu erfassen, dieses bei leicht schwefelsaurer 
Reaktion mit Permutit (2 g auf 10 cem Versuchslésung) adsorbiert, mit aqu. 
dest. mehrmals ausgewaschen und unter Zusatz von Natronlauge destilliert. 
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: Gesamtammoniak. Zusatz von 2,5—5,0 cem 10°/,ige Natronlauge. 
 pestillation bei Zimmertemperatur bzw. bei 40° (3 Stunden) oder bei 100° 
' (0—15 Minuten). 

Die Tab. 4 gibt einen Uberblick iiber die unter verschiedenen 
| Destillationsbedingungen erhaltenen Ammoniakwerte. Wibhrend in 
- den Versuchen mit Ascorbinsiure die Destillation mit Soda so- 
7 wohl bei Zimmertemperatur als auch bei 40° immer die Hiilfte 
; der Ammoniakmenge liefert, die bei der Destillation mit Natron- 
| lauge als Gesamtammoniak frei wird, gelingt es bei der Auf- 
' arbeitung der Histidaseansitze nur bei Zimmertemperatur, und 
selbst dann nicht in allen Fallen, durch Destillation mit Soda nur 
| die Hilfte des mit Lauge freigemachten Gesamtammoniaks zu 
- erhalten (Versuch 11—13). Destilliert man bei 40°, so liegen die 
| Werte fiir das Sodaammoniak ausnabmslos weit héher, meistens 
' betragen sie mehr als 2/, des Gesamtammoniaks (Versuch 1—10), 
' so daB der Eindruck entsteht, als habe das Ferment aus dem 
| Histidinmolekiil alle drei Stickstoffatome in Freiheit gesetzt, von 
' denen dann zwei Atome in Form von priformiertem Ammoniak 
_ erhalten werden, und ein Atom unter dem LEinflu8 stirkerer 
| Alkalitiit nachgeliefert wird. 

: DaB die Histidase, wenigstens die uns zur Verfiigung stehenden 
| Histidasepraparate — Phosphatextrakte aus Leber —, mit denen 
' Edlbacher die meisten seiner Versuche machte, auch die Seiten- 
| kette des Histidins angreifen, geht daraus hervor, daf bei der 
_ Einwirkung solcher ,,Histidasepraparate“ auf Histidin ein Teil der 
» Aminosiure in Histamin umgewandelt wird'), Es ist wahr- 
' scheinlich, daB diese an der Seitenkette des Molekiils angreifende 
| decarboxylierende Wirkung mit einer an anderen Histidinmole- 
' kiilen erfolgenden Desaminierung vergesellschaftet ist. — Immerhin 
| sprechen dieK dlbacherschen Untersuchungen dafiir, daB wenigstens 
_ der gréBte Teil des Histidins von der Histidase unter Abspaltung 
' von nur 2 Stickstoffatomen veriindert wird; sonst kénnte ja auch 
' die von ihm gefundene Glutaminsiure dabei nicht entstehen. So 
_ ergeben sich denn auch in Versuchen, in denen wir zur Bestimmung 
des ersten enzymatisch abgespaltenen Stickstoffatoms in Form 
; priformierten Ammoniaks nicht mit Soda destillierten, sondern mit 
' Permutit ausschiittelten, Ammoniakwerte, die mit der Annahme, daB 
' zunichst nur ein Atom Stickstoff aus dem Histidinmolekiil als 


'*) P. Holtz u. R. Heise, Naturw. 25, 201 (1937); Arch. f. exper. 
| Path. 186, 877 (1937). 
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Ammoniak in Freiheit gesetzt wird, einigermaBen itibereinstimme 
(Versuch 14 und 15). 

DaB die Destillation der Histidaseansiitze mit Soda bei 4( 
Ammoniakwerte liefert, die weit hoher liegen als der Abspaltung 
nur eines Stickstoflatoms entsprechen wiirde, kann daher nur sj 


erklart werden, daB das hypothetische Zwischenprodukt, aus den a 


bei niederer Temperatur erst unter der Wirkung starkerer Lauge. 
alkalitit der Stickstoff als Ammoniak abgespalten wird, bei 40! 
schon durch Soda zersetzt wird und betrachtliche Mengen Ammoniak 
abgibt. Im Gegensatz zu dem im System Histidin—Ascorbinsiiur 
entstehenden Zwischenprodukt enthalt die durch Histidase ge. 
bildete Verbindung den Stickstoff demnach in AuBerst labile 
Bindung und kann deshalb mit dem ersteren nicht identisch sein, 


Andererseits braucht meines Erachtens hieraus nicht notwendi § 


gefolgert zu werden, daB die aus dem mehr oder weniger labilen 
Zwischenprodukt durch Abspaltung von Ammoniak letzten Endes 
entstehenden Reaktionsprodukte in Versuchen mit dem Ferment 
und in Versuchen mit Ascorbinsiure oder SH-Substanzen von- 
einander verschieden sind. 


Histidase- oder Histaminasewirkung ? 


Edlbacher lehnt die von uns gewahlte Kennzeichnung der 
charakteristischen Abbauwirkung der Ascorbinsiure und SH-Korpe 
auf Histidin als ,,Histidasewirkung“ mit der Begriindung ab, dal 
die Wirksamkeit der untersuchten Redoxsubstanzen auf die Geger- 
wart von Sauerstoff angewiesen ist, diejenige des Ferments hi 
gegen nicht. Er halt es fir richtiger, die Ascorbinsiure bzw. das 
Ascorbinsiure—Hisensystem als ermentmodell! der Histaminase 21 
bezeichnen, des in Niere und Darmschleimhaut vorkommende 
histaminzerstérenden Ferments, da dieses ebenso wie die Ascorbit- 
siure fiir seine Wirkung Sauerstoff benétigt. Nach C. H. Bes! 
und seinen Mitarbeitern’’), den Entdeckern der Histaminast, 
spaltet diese bei der Inaktivierung des Histamins ein Molekil 
Ammoniak ab. Dieses stammt aus der Seitenkette. Den: 
gegeniiber stammt nach unseren Untersuchungen der aus Histidi 
und Histamin durch Ascorbinsiure abgespaltene Stickstoff au 
dem Ring. Dasselbe aber ist nach Edlbachers eigenél 


18) C. H. Best, J. of Physiol. 67, 256 (1929); C. H. Best u. Me Henry, 
J. of Physiol. 70, 349 (1930); Me Henry u. E. W. Gavin, Biochemie. J. % 
1365 (1932); 29, 622 (19385). 
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Angaben bei der von ihm entdeckten Histidase der Fall. Ich halte 
die Ubereinstimmung im chemischen Reaktionsmechanismus bei 
Ascorbinsiure und Histidase fiir wesentlicher als die von 
Edlbacher betonte Analogie in bezug auf das Verhalten zum 
Sauerstoff zwischen Ascorbinsiiure und Histaminase. Denn diese 
Analogie ist nicht weitgehend, da der iibrige Wirkungsmechanismus 
ganz verschieden ist. Ich ziehe deshalb, wenn man schon die 
Ascorbinsiure als Fermentmodell charakterisieren will, die Be- 
zeichnung als ,,Histidasemodell“ derjenigen als ,,Histaminase- 
modell* vor. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Kinwirkung von Ascorbinsiure und SH-Substanzen 
auf Histidin wird nach Holtz und Heise ein Teil der Amino- 
siure in Histamin umgewandelt. Die abweichenden Befunde 
Abderhaldens und Edlbachers und ihre Ursache werden be- 
sprochen. 


2. Das alkaliempfindliche Zwischenprodukt, das bei der von 
Holtz und Triem untersuchten und als ,,Histidasewirkung“ be- 
zeichneten Abbauwirkung der Ascorbinsiure und SH-Kérper auf 
Histidin entsteht, ist nicht identisch mit demjenigen, das sich 
unter der Kinwirkung der Histidase bildet. — Die verschieden- 
artige Beeinflussung der ,,Histidasewirkung“ der Ascorbinsiure 
und Thioglykolsiure durch Eisen und Kupfer wird erértert. 

3. Die von Edlbacher vorgenommene Bezeichnung der Ab- 
bauwirkung der Ascorbinsiure auf Histidin als ,,Histaminase- 
wirkung“ wird abgelehnt. 
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é-Amylasen — /-Amylasen. 
Von 


Jakob Blom, Agnete Bak und Ben Braae. 


(Aus dem Laboratorium der Brauerei Tuborg, Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Oktober 1937.) 


Bei den Starke angreifenden Knzymen erhebt sich die in 
der Enzymchemie so oft gestellte Frage nach der Einheitlichkeit 
des Fermentes. Prinzipiell ist es schwer, sich vorzustellen, dab 


die beim Stirkeabbau verlaufenden verschiedenen Prozesse vor § 


einem und demselben Enzym katalysiert werden. 


Die Frage der Einheitlichkeit der Amylasen. 


Malzamylasen. Bourquelot!) stellte zuerst die Hypothese 
auf, daf Malzdiastase aus zwei verschiedenen Enzymen bestehe. 
Durch die verschiedene Stabilitat der Komponenten bei erhéhter 
Temperatur gelang es ihm, den Enzymkomplex zu differenzieren. 
Wijsman?) wies die Existenz zweier Amylasen durch Diffusions- 
versuche nach. Bringt man auf eine Gelatinestirkeplatte einen 
Tropfen Malzauszug, so diffundieren die Komponenten verschieden 
schnell. Nach Farbung mit Jod zeigt sich auf blauem Grund 
ein farbloser Kreis, der von einem purpurnen Ring umgeben ist. 
Nimmt man aus einem nicht mit Jod behandelten Ring ein Stiick 
heraus und legt es auf eine Gelatinestirkeplatte, so erhalt mau 
ein purpurnes Diffusionsfeld ohne ein farbloses Zentrum. Das 
,finzym des Ringes“ ist also einheitlich. Es liBt sich bei kurzew 
Erwirmen auf 70°, ohne das ,,.Enzym des Zentrums“ wesentlich 
zu schidigen, zerstéren. Durch umfangreiche Untersuchungen 
gelang es Ohlsson’) klar und eindeutig zu beweisen, daB Malz 
2 Amylasen enthilt. Durch Erwirmen der neutralen Lisung au! 
70° wird die eine Komponente — von ihm Saccharogenamylas¢ 
genannt — praktisch vollstiindig zerstért, wihrend die andere — 
von ihm Dextrinogenamylase genannt — erhalten bleibt; umgekehr' 
wird letztere durch Ansiuern unter Erhaltung der Saccharoget- 
amylase vernichtet. Nach Sjéberg*) diffundiert nur die Dextrinogen- 
amylase durch Kollodiummembrane; nach Holmbergh®) adsor- 
bieren Stirkekérner nur die Dextrinogenamylase. 
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Takaamylasen. In ihrer umfangreichen Etude sur la 
takadiastase* kommen Ohlsson und Swaetichin®) zu dem SchluB, 
daB kein Grund vorhanden ist, anzunehmen, daB Takadiastase aus 
mehreren Amylasen bestehe. Durch Diffusionsversuche nach W ijs- 
man hat Giesberger’) dagegen gezeigt, daB Takadiastase 2 Kom- 
ponenten enthalt und durch Diffusionsversuche mit dem ,,.Enzym 
des Ringes“ einen eindeutigen Beweis fiir die Trennung geliefert. 

Bakterienamylasen. Uber eine Differenzierung von Bak- 
terienamylase scheinen keine Versuche vorzuliegen. 

Pankreasamylasen. Durch Diffusionsversuche meint 






in Giesberger’) ebenfalls im Pankreas 2 Komponenten nach- 
‘eit F osewiesen zu haben. Da der Ausschlag beim ersten Diffusions- 
lai fF versuch sehr gering war und da das kritische Experiment nicht 
vot @  durchgefiihrt wurde, hat der Versuch keine definitive Beweiskraft. 


Im Gegensatz zur Malzamylase, die waihrend mehrerer Dezennien 
als aus 2 Komponenten bestehend angesehen worden ist, ist 
Pankreasamylase wohl immer als einheitliches Enzym betrachtet 





ese & worden. Bei der weitgehenden Reinigung von Pankreasamylase 
he fF durch Willstitter, Waldschmidt-Leitz und Hesse’) gelang 
iter FB es, die Amylase von anderen Fermenten zu trennen, ohne das 
el, fF Bild der Stérkespaltung zu indern. Holmbergh®) fand, daB bei 
ns- § der Adsorption von Pankreasamylase durch Stirkekérner die Ver- 
nen F nderung des Quotienten Verzuckerung/Jodfarbe zu gering ist, 
Jen F um die Vermutung zu stiitzen, daB Pankreasamylase eine Mischung 
ind fF von Enzymen sei“. 

ist. 

‘ck ee a«-Amylasen — /-Amylasen. 

1a Im Jahre 1879 beobachteten Brown und Heron®), daB die 
Jas  Spaltprodukte der Stiirke nach Sistierung der Einwirkung von 
eu fF Malzamylase wachsendes optisches Drehungsvermégen zeigen. 
ich fF Im Gegensatz hierzu zeigen nach Kuhn”) die Spaltprodukte der 
el : Stirke nach Aufhebung der Kinwirkung von Pankreasamylase 
alz & fallendes optisches Drehungsvermégen. Durch Malzamylase 
aul JF werden die abgespaltenen ,,Zucker-molekiile“ in der niedrig- 


ase 2 drehenden Modifikation, d. h. als ,-Zucker“, durch Pankreas- 
—® amylase in der hochdrehenden Form, d. h. als ,,a-Zucker“, frei- 
hrt FF sgesetzt. Die freien Zucker“ streben dem Gleichgewicht zwischen 





el- der e- und #-Form zu, wobei das optische Drehungsvermégen 
eb- steigt bzw. fallt (Mutarotation). 
or Mit dieser Methode sind nach Kuhn’) Pankreas- und Asper- 





gillusamylasen @-Enzyme, Malzamylase dagegen ein @-Enzym. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCL. 8 
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Nach Differenzierung der Malzamylase durch Ohlsson®!) 13 
schlieBt die Dextrinogenamylase sich der a-Reihe an, wahrend 
die Saccharogenamylase der #-Reihe angehért. Auf Grund yon 
Mutarotationsversuchen ist Gerstenamylase ein f-'*), Bakterien- 


amylase ein e-Enzym (Tab. 1). 


Tabelle 1. 
Mutarotation der Spaltprodukte der Stirke 
mit Bakterienamylase. 
100,0 cem enthalten: 2,00 g trockne, lésliche Stirke, 0,100 g Superclastase, 
pu = 5,0, ¢ = 20,0°. 
Die Wirkung der Amylase wurde nach 15,0 Minuten mit 0,3 eem 5°/,igem 
HgCl, aufgehoben, 85°/, T.M.W., die Lésung mit Talkum versetzt und filtriert, 











Zeit in Minuten Drehune 

nach Sistierung d. ri Mutarotation 

Amylasewirkung 2 dm-Rohr 
14 7,43 + 0,25 
20 7,40 0,22 
30 7,35 0,17 
40 7,32 0,14 
55 7,28 0,10 
72 7,25 0,07 
106 7,21 0,03 
198 7,21 0,03 
@ 7,18 0,00 








Bestimmung der Amylasen. 


Die Einwirkung von Amylasen auf Stirke 1aBt sich am besten messend 
verfolgen durch: 
1. Bestimmung der Bildung reduzierender Verbindungen (S /), 
2. Bestimmung der Verfliissigung (V), 
3. Bestimmung der Veriinderung oder des Verschwindens der Jod- 
reaktion (/), 
und auf Grundlage solcher bestimmungen die Enzymaktivitit berechnen. 


Reduktionsvermoégen und Stirkeabbau. Wir finden uns ver 
anlaBt, einleitend die folgenden, von einigen vielleicht als selbstverstiindlich 
betrachteten Bemerkungen zu bringen, da wir nur zu oft erfahren haben, 
wie leicht auf diesem Gebiete MiSverstindnisse auftreten. 

Mit Ausnahme der jodometrischen Methode von Willstitter und 
Schudel zeigen die wichtigsten Methoden zur quantitativen Bestimmung 
reduzierender Zucker keinen stéchiometrischen Verlauf. Der Verbrauch at 
Fehlingscher Lisung oder dbnlichen Oxydationsmitteln ist nicht allein 
von der Natur des Zuckers, sondern auch von der benutzten Methode ab- 
hingig; zur Berechnung sind daher Tabelien notwendig. Im allgemeinet 
wird das Reduktionsvermégen eines Zuckers in Prozenten der Reduktionskraft 
der gleichen Gewichtsmenge d-Glucose angegeben. Da beim enzymatischet 
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Stirkeabbau Maltose eine zentrale Stellung einnimmt, ist es in der Stirke- 
chemie allgemein iiblich, diesen Zucker — und zwar wasserfreie Maltose, 
[a]p = 187,9° — als Bezugssubstanz anzuwenden. Es _ bedeutet Malto- 
dextrin Ryraitose B oder Rup oder RMB = 43: das Reduktionsvermégen des 


Maltodextrin, nach Bertrands Methode bestimmt, als Maltose berechnet, 
ist 43°/, des unter denselben Bedingungen bestimmten Reduktionsvermégens 
einer gleichen Gewichtsmenge wasserfreier Maltose. 


Der Grad eines enzymatischen Stiirkeabbaus wird in Prozent der bei 
quantitativem Abbau zu Maltose stéchiometrisch berechenbaren Ausbeute 
an Maltose angegeben; und zwar ohne Riicksicht darauf, ob Stirke zum 
Teil aus anderen Disaccharidresten als Maltoseresten aufgebaut sein mag, 
73°/, der Stirke sind als Maltose abspaltbar'®*'*), oder ob beim enzymatischen 
Abbau nur Maltose oder nur Dextrine oder Gemische von beiden entstehen. 
Nach der Gleichung 


(C,.H,.0,,)n + nH,O = nC,,H,,0,, 


JASE, 


rem 
iert. 


entstehen aus 1,000 g Stirke bei quantitativer Hydrolyse 1,056 g Maltose. 
Bei enzymatischen Stirkeabbauversuchen ist die angewandte Bestimmungs- 
methode anzugeben, da die verschiedenen Methoden, besonders wenn 
Dextrine dominieren, von einander abweichende Resultate geben. Prozent 
der theoretisch méglichen Menge Maltose verkiirzen wir zu 
Prozent T.M. und deuten durch Anhingen des Buchstabens B bzw. W an, 
dab die Bestimmung nach Bertrands bzw. Willstitter und Schudels 
Methode ausgefiihrt ist. Als charakteristisches Beispiel sei folgender un- 
ver6ffentlichter Versuch aus einer Reihe von 25 Versuchen herausgegriffen. 
In demselben Abbauversuch von Stiirke durch a-Amylase aus Bakterien 
fanden wir: 

nach 380 Minuten 8,0°/, T.M.W. bzw. 5,9°/, T.M.B., 

nach 120 Minuten 28,7°/, T.M.W. bzw. 25,9°/, T.M.B. 


Nach 30 Minuten liegt der nach Bertrand gefundene Wert 26°/,, 
nach 120 Minuten 11°/, niedriger als der nach Willstitter und Schudel 
bestimmte. Nach 30 Minuten wird das Reduktionsvermégen fast ausschlieBlich 
durch reduzierende, aber unvergiirbare Dextrine bewirkt; nach 120 Minuten 
ist dagegen etwa '/, der Reduktion durch reduzierende, aber vergirbare 
Zucker, Maltose, begriindet. Da beim Abbau von Stirke durch $-Amylase 
Maltose das einzige, reduzierend wirkende Spaltprodukt darstellt'’'), und 
| da die beiden Methoden, wenn nur Maltose zu bestimmen ist, gut iiberein- 
ver [ ‘stimmende Resultate geben, sind die Verhiltnisse bei #-Amylase einfach 
lich J nd iibersichtlich. 
ben, Fe Nach unserer Ansschauung"‘) besteht der Stiirkekomplex aus 15 n-Di- 
saccharidresten. Die Bindungen zwischen den einzelnen Disaccharidresten 
und J §«sind nicht gleichwertig. Auf Grundlage der enzymatischen Spaltbarkeit 
ung ~@©=3>: oder-‘Nichtspaltbarkeit durch a-Amylasen (Malz, Bakterien) und #-Amylasen 
1 al «©(Gerste) unterscheiden wir folgende 4 Gruppen: 


send 


ab. 4 1. sowohl durch «- als 8- spaltbar, 
3 2. nur durch e- spaltbar, 
3. nur durch §- spaltbar, 
- weder durch «- noch durch f- spaltbar. 
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Nicht nur diese Heterogenitit der Bindungen, sondern auch die ver. 
schiedene Angriffsweise der «- und §-Amylasen machen eine Aktivitiits. 
bestimmung der Enzyme schwierig. §-Amylase ,,beiBt'’ Maltosemolekiil nach 
Maltosemolekiil aus dem Stirkekomplex ab und hinterliBt ein hochmole- 
kulares, nicht reduzierendes Dextrin. o-Amylase ,,sprengt“ den Stiirke- 
komplex in mehrere griéBere, reduzierende Sprengstiicke. Dabei entstehen 
zuerst nur Dextrine, erst bei etwa 7°/, T.M.W. setzt eine langsame, spiiter 
echneller verlaufende Maltosebildung ein. Beim Stirkeabbau durch @-Amy- 
lasen beobachtet man, daB die Enzymwirkung bei definitiven Grenzen auf. 
hért. Die p-Amylase hat also eine ausgesprochene Spezifitit gegeniiber den 
verschiedenen Bindungstypen der Siirke. Mit o-Amylasen beobachtet man 
keine Abbaugrenzen; nach Erreichung bestimmter Hemmungszonen wird 
der Abbau jedoch stark verlangsamt. Die a-Amylasen sind also struktur- 
spezifisch weniger empfindlich als die -Amylasen. Es ist interessant, da 
bei den Glueosidasen die Verhiltnisse gerade umgekehrt liegen. Die Abbau- 
grenze der -Amylase ist bei py 4,5—7,0 60°/, T.M.W. Die Hemmung der 
a-Amylasen aus Malz oder Bakicrien beginnt bei 838—40°/, T.M.W., die 
Hemmung der Pankreasamylase bei 70—173°/, T.M.W. 

Fiir die Besiimmung der Enzymaktivitét anf Grundlage der Ge. 
schwindigkeit der Stirkehydrolyse ist es notwendig, den maximalen Abbaua 
zu kennen. Setzt man in der Formel des monomolekularen Prozesses 
k= ; In “ -— a fiir 8-Amylase aus Gerste oder Malz zu 60, fiir a-Amy- 
lase aus Maijz'*'’) und Bakterien zu 40 und fir Aspergillus- und Pankreas- 
amylase zu 73,3, so erhalt man eine gute Konstanz der Geschwindigkeits- 
konstanten. Da, wie erwihnt, nach unserer Anschauung der Stirkekomplex 
aus 15 n-Disaccharidresten besteht, haben wir den maximalen Abbau a, bei 


, 100 
Multipla von — 6,67 gelegt. 
f-Amylase aus Malz oder Gerste . . . . . 9X6,67 = 60,0°/, T.M.W. 
a-Amylase aus Malz oder Bakterien. . . . 6X6,67 = 40,0°/) T.M.W. 


a-Amylase aus Aspergillus und Pankreas. . 116,67 = 73,5°/) T.M.W. 


Der Wert 73,3 fiir Pankreasamylase liegt in unmittelbarer Nihe von 
75°), T.M.W., der oft als Grenze des Stirkeabbaus durch dieses Enzym 
angesehen wird. 

Verfliissigung und Stirkeabbau. Schon duBerst geringe Mengen 
von a-Amylasen bewirken einen scharfen Sturz in der Viscositiit eines 
Stirkekleisters. Mit Bakterienamylase (Superclastase) ist die Verfliissigung, 
nach unver6ffentlichten Versuchen, nur mit einem minimalen Ansteigen des 
Reduktionsvermigens verbunden [Liiers'®)]. $-Amylase senkt selbst in grober 
Konzentration die Viscositit eines Stirkekleisters nur duBerst langsam. 

Jodreaktion und Stirkeabbau. Die «-Amylasen vermégen alle 
Bindungen in der Stirke zu lésen, welche mit Jod eine Farbenreaktion 
geben. Da die mit Jod Rottirbung gebenden Bindungen gegen a-Amylase 
bestiindiger sind als die unter Blaufiirbung reagierenden Bindungen der 
urspriinglichen Stirke, geht die Farbreaktion yon Blau iiber Rot nach farb- 
los. Um den Stirkeabbau durch e Amylasen mit Hilfe der Jodreaktion 
messend verfolgen zu kénnen, kann man entweder den Punkt des Ver 
schwindens der blauen Jodreaktion der Stirke, Erythropunkt, oder den 
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Punkt des Verschwindens jeglicher Jodreaktion, Achroopunkt, als Meb- 
punkt verwerten. Man bestimmt entweder die Zeit von der Zugabe des 
Enzyms bis zum Eintreten des MeBpunktes, oder man bestimmt bei kon- 
stanter Zeit die zur Erreichung des MeBpunktes notwendige Enzymmenge. 
Auf letzterem Prinzip ist die bekannte Methode von Wohlgemuth"™), auf 
ersterem die von uns ausgearbeitete Methode basiert. 


Beim Abbau der Stirke durch verschiedene o-Amylasen besitzt das 
Reaktionsgemisch beim Erythro- wie beim Acchroopunkt verschiedenes 
Reduktionsvermégen. 





o/, T.M.W. %, Ta 
a-Amylase aus beim Erythropunkt beim Achroopunkt 
Aspergillus. ..... 12—13 
Ee 14—15 99 —32 2%) 
Bakterien ...... 16—17 
Pankreas ..... . 85—37 50—55 ?9) 


6-Amylase ist unfihig, Stirke bis zum Verschwinden der Jodfarbe ab- 
zubauen. Nach Spaltung von 53°/, der Stirke durch §-Amylase ist nur die 
Hiilfte der mit Jod Farbenreaktion gebenden Bindungen gespalten [Blom, 
Bak, Braae"™), Hanes ”*)]. 


Differenzierung der Amylasen. 


Versuche zur Trennung der Starke angreifenden Enzyme sind 
seit Dezennien ausgefiihrt. In der Einleitung sind die wichtigsten 
Ergebnisse resumiert. Im Besitze griindlich durchgepriifter Methoden 
haben wir mehrmals versucht, auf diesem Gebiete vorzudringen. 
Unsere ersten Versuche sind im Januar 1932 ausgefiihrt; die 
Untersuchungen sind aber mehrmals abgebrochen, wieder auf- 
genommen und endlich im August 1937 abgeschlossen. 

Zur Bestimmung der Aktivitit der Starke angreifenden Enzyme 
haben wir, wie erwihnt, folgende 3 Methoden angewandt: 


1. Bestimmung der Bildung reduzierender Verbindungen (S f), 
2. Bestimmung der Verfliissigung eines Stirkekleisters (V), 
3. Bestimmung der Verinderung der Jodreaktion (J). 


Untersucht man verschiedene Priparate, oder verindert man 
die Aktivitit der Amylasen durch Erwirmen, Ansiiuern oder Ad- 
sorption, so sind bei Bestimmung der Enzymaktivitit nach den 
drei genannten Methoden folgende 3 Méglichkeiten gegeben: 


1. Wird jede der 3 Reaktionen von einer speziellen Amylase 
katalysiert, so ist keine Parallelitit der Analysenresultate zu er- 
warten. 

2. Werden zwei der 3 Reaktionen von derselben Amylase 
katalysiert, so ist Parallelitiit der Resultate zweier Methoden zu 
erwarten. 








110 Jakob Blom, Agnete Bak und Ben Braae, 


3. Werden alle 3 Reaktionen von derselben Amylase kataly- 
siert, so ist Parallelitét aller Resultate zu erwarten. 


Nach unseren Untersuchungen gehéren keine Amylasen zur 
ersten Gruppe, 

Amylasen aus Malz und Aspergillus zur zweiten Gruppe, 

Amylasen aus Bakterien und Pankreas zur dritten Gruppe. 


Malzamylasen. 


Aktivitat verschiedener Malzausziige. 


Bekanntlich findet man in Gerstenmalzausziigen kein kon- 
stantes Verhiltnis der nach den aufgezihlten Methoden bestimmten 
Enzymaktivitaten. Chrzaszez?') kam bei der Untersuchung von 
Malz aus Weizen, Roggen, Gerste, Hafer, Hirse zu dem Schlué, 
daB ,eine markant zum Vorschein tretende 3fache Wirkung der 
enzymatischen Kriafte“ wahrnehmbar sei, nimlich ,,eine ver- 
fliissigende, eine dextrinierende und eine verzuckernde Kraft. Hine 
jede von diesen Kriften muf als unabhangige Kraft beriicksichtigt 
und bestimmt werden“. 

Da wir jetzt — 2 Jahrzehnte nach Ausfiihrung dieser Unter- 
suchungen — wissen, daB Verzuckerung, Verfliissigung und Ande- 
rung der Jodfarbe sowohl von a@- als #-Malzamylase katalysiert 
werden, und da die relativen Mengen der beiden Komponenten 
in Malz stark variieren kénnen, ist es verstindlich, daB die An- 
wesenheit zweier Amylasen die Gegenwart dreier hat vortiuschen 
k6nnen. 


Adsorption von Malzamylase an Starkekérner (Tab. 2. 


Durch Untersuchungen von Ambard?’) auf die Adsorption 
von Amylasen durch native Stirke aufmerksam gemacht, unter- 
suchten wir im Februar 1932 — also gleichzeitig mit Holm- 
bergh5) — die Adsorption von Amylase an Stiirkekérner als 
Mittel zur Trennung der Stiirke angreifenden Enzyme. Aus dem 
Fall in der Enzymaktivitit sieht man, daB Amylasen von Starke 
adsorbiert werden, und zwar wird wesentlich oder ausschliebBlich 
das verfliissigende oder e-Enzym aufgenommen. Bei Anwendung 
gleicher Starkemengen ist die Adsorption bei p,, = 4,6 etwa 5 mal 
so groB als bei p, = 6,6. Da sowohl a- als f-Malzamylase beim 
Stiirkeabbau reduzierende Gruppen freisetzen, braucht der geringe 
Fall in der Verzuckerungsaktivitit nicht eine Adsorption vou 
f-Amylase anzudeuten. Vielmehr ist eine kraftige Adsorption 
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von @-Amylase mit einer Verminderung der Verzuckerungsakti- 
yitat unléslich verbunden. 


Tabelle 2. 
Adsorption von Malzamylase an Stirkekérner. (Januar 1932.) 


100 cem Enzymlésung wurden 10 Minuten bei 20° mit verschiedenen Stirke- 
mengen bei verschiedenem py mit Motor geriihrt, nach Absetzen der Stirke 
die Enzymaktivitit bestimmt und deren Abnahme berechnet. 





























egpier " /, Fall | % F 

g Enzym/100 ccm Puffer Pu g Stirke = Sf ie 7 
0,42 Phosphat 6,6 10 0 10,6 
0,42 Acetat 4,6 10 9,3 54,6 
1,06 Acetat 4,6 20 | 6,1 59,4 


Durch Mutarotationsversuche fand Holmbergh, daB die 
Stiirkespaltprodukte der adsorbierten Amylase abwirts, der nicht 
adsorbierten Amylase dagegen aufwirts mutarotieren; erstere ist 
also eine a@-, letztere eine f-Amylase. Nach Holmbergh kataly- 
siert das adsorbierte Enzym vornehmlich die Spaltung der mit 
Jod Farbenreaktion gebenden Bindungen, nach unseren Versuchen 
die Vertliissigung von Stirkekleister. 


Differenzierung der Malzamylasen durch Erhitzen(Tab. 3). 


Nach Ohlsson’) wird durch kurzes Erhitzen neutraler Malz- 
ausziige auf 70° die 8-Amylase zerstért, ohne die e-Amylase 
wesentlich zu schidigen. Unsere Versuchsreihe zeigt, daB bei 
20 Minuten Erwirmen der neutralen Enzymlésung auf 60° die 
nach den 3 Methoden gemessene Aktivitét so versclieden ab- 


Tabelle 3. 


Differenzierung der Malzamylasen durch Erhitzen. (Juli 1937.) 





























Behandlung Pu Sf V J Sf/V SfiJ | Vid 
7,0 | 73,3 | 5050 | 64,0 | 0,0145 | 1,15 | 79 

20’ 60° 7,0 18,5 4970 45,5 0,00372 0,406 | 109 
60’ 60° 7,0 | 15,6 4840 | 43,6 | 0,00323 | 0,358] 111 
60’ 60° | 7,0 | 150 | 4580 | 41,1 | 0,00327 | 0,364] 111 

und 245 9? 

120° 60° | 70 | 13,5 | 4180 | 37,1 | 0,00322 | 0,362] 113 
180° 60° «| 70 | 11,1 3440 | 31,4 | 0,00322 | 0,352 | 110 
240’ 60° 7,0 8,32 2520 23,0 0,00330 0,361 | 110 
30° 65° 7,0 9.97 3210 28,1 0,00311 0,355 114 
45’ 65° 7,0 6,95 | 2200 | 18,9 | 0,00316 | 0,367 | 116 


0,00322 | 0,360 


| a2) 
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nimmt, da8 man wie Chrzaszcz?!) a priori geneigt ist an. 
zunehmen, daB die drei bei der Messung angewandten Reaktioney 
von drei voneinander unabhingigen Enzymen katalysiert werden, 
Wie schon gestreift, ist es ein ,,Uberlappen“ der Wirkungen 
zweier Amylasen, welche die Anwesenheit dreier Enzyme vor. 
tiuscht. Nach 1 stiindigem Erhitzen fallen Sf, V, J vollkommen 
parallel. Die Konstanz der Quotienten ist ein Beweis dafiir, daf 
die Lésung nunmehr nur ein Enzym enthilt. Reine «-Amylase 
aus Malz spaltet also Stirke unter schneller Verfliissi- 
gung, Verinderung bzw. Verschwinden der Farbenreak. 
tion mit Jod und Bildung reduzierender Verbindungen, 
Nach Waldschmidt-Leitz und Mayer?’) und Samec, 
Waldschmidt-Leitz und Mayer”') gibt es in Gerste und Malz 
eine Amylase, welche den Stirkekomplex unter Abspaltung von 
Phosphorséiure und gleichzeitiger Verfliissigung angreift. Dabei 
werden weder reduzierende Gruppen freigesetzt, noch die Farben- 
reaktion mit Jod geindert**), 
Hanes®) teilt die Malzamylasen in 

Verfliissigende Amylase oder Amylophosphatase, 

Saccharogen-Amylase oder f-Amylase, 

Dextrinogen-Amylase oder a@-Amylase. 


Er betrachtet also die Amylophosphatase als das verfliissi- 
gende Knzym des Malzes. Nach unseren Untersuchungen deckt 
sich das verfliissigende Enzym mit der «-Amylase. 


Differenzierung der Malzamylasen durch Ansiuern 
(Lab. 4). 

Nach Ohlsson’) wird bei kurzem Ansiiuern von Malz- 
ausziigen (0°, p,, = 3,3) die «-Amylase zerstért, ohne die #-Amy- 
lase wesentlich zu schidigen. Wie aus unserer Versuchsreile 
hervorgeht, geniigt bei 20° schon ein Ans&uern auf p,, = 4,2, 


Tabelle 4, 


Differenzierung der Malzamylasen durch Ansiuern. (Juli 193%. 





























Behandlung] py Sf V J Sf/V | SfiJ Vid 
7,0 73,8 | 5050 — jonai — — 

2h 909 4,2 42.8 081 — ioe _ ~ 
3h 90° 4,2 41,4 18,6 | — | 2,98 - 
4% 20° 4,2 43,1 17,1 | — | 252 — 
24> 200 4,2 33,1 13,0 | — | 255 _ — 
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um in 4 Stunden die e-Amylase quantitativ zu vernichten. Bei 
weiterem Stehen der angesiuerten Lésung fallt die Aktivitiit der 
g-Amylase nur iuBerst langsam. Nach 4stiindigem Stehen ist 





























i | ‘ 2 es es 
ven fF | der Quotient Sf/V konstant. Die Lésung enthalt nunmehr nur 
or- [ein Enzym, namlich 6-Amylase. Reine #-Amylase hat eine 
nen — stark verzuckernde und nur eine minimal verflissigende 


lab —  Wirkung. Fir f- ist Sf/V 2,55, fir «- 0,0032, also etwa 800 mal 
use  gréBer fiir f- als fir @-Amylase. Da f-Amylase nicht befahigt 


si- ‘ ist, Stiirke bis zum Erythro- oder Achroopunkt abzubauen, sind 
ik- [F  Bestimmungen nach der Jodmethode natiirlich nicht ausfiihrbar. 
en, — Die Bestimmung des Reduktionsvermégens nach Willstitter 
ec, f und Schudel in Ansitzen mit reiner §-Amylase ist mit Schwierig- 
alz —F  keiten verbunden. Beim Vermischen der zur Analyse abgemes- 
ron |  senen Proben mit Jod entstehen, selbst bei Verwendung léslicher 
bei F  Stirke, Klumpen, welche die Titration des Jodiiberschusses beein- 
en- [fF  trichtigen. In allen unseren Versuchen zur Differenzierung der 


Malzamylasen durch Erhitzen und Ansiuern haben wir ein nach 
Angaben von Weidenhagen*’) durch Tanninfaillung von Malz- 
auszug und nachfolgender Extraktion der Fallung mit Aceton 
gsewonnenes Trockenpraparat von grofer Enzymaktivitit an- 
gewandt. Die Vernichtung der g-Amylase bei p,, = 4,2 statt 
p,, = 3,3 (Ohlsson) ist einerseits in der héheren Temperatur 








ESR a ee 


a (20° statt 0°), anderseits in der Abwesenheit stabilisierender Ver- 
bindungen in dem durch Tanninfillung gewonnenen Praparat zu 
suchen, 

Das Uberlappen der Wirkungen 
der a- und f-Malzamylasen. 

lz. Das Uberlappen der Wirkungen von @- und #-Amylasen 

ly; fF erschwert die Bestimmung der Enzymaktivitiit der einzelnen 

ihe F Komponenten in Gemischen beider Amylasen, wie sie in der 

7, BF Praxis meist vorliegen. o@- wie f-Amylase verfliissigen Stirke- 

_ kleister, jedoch mit so verschiedener Geschwindigkeit, da8 man 

7 die Verfliissigung als ein praktisches MaB fiir «-Amylase an- 

‘sehen darf. (Ausgenommen sind natiirlich Priparate, die reine 

j : oder fast reine f-Amylase enthalten.) Da unter konstanten Be- 

_ dingungen Sf/V konstant ist, kann man aus V und Sf/V Sf be- 
rechnen., 


Bei der Bestimmung von f-Amylase in e- und f-Amylase- 
gemischen sind wir nicht so giinstig gestellt. Da «-Amylase bei 
passender Aciditit und Temperatur schnell, f-Amylase dagegen 
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iuBerst langsam zerstért wird, kann man durch zwei Bestim. 
mungen von Sf nach bestimmten Zeiten und Extrapolation auf 
t=O ein MaB fir die urspriingliche f-Amylaseaktivitit erhalten, 

Wie aus der Konstanz der Quotienten Sf/V, Sf/J, V/J in 
Tab. 3 hervorgeht, enthalt die Lésung nach 1stiindigem Erhitzey 
nur a@-Amylase. Bei weiterem Erhitzen fallt die Enzymaktivitit 
direkt proportional mit der Zeit des Erwarmens. Bei Extra. 
polation auf t= 0 findet man Sf = 18, V = 5400 und J = 50. 
Aus der Differenz der Werte von Sf, V, J der unbehandelten 
Lésung und der auf ¢ = 0 extrapolierten Werte erhilt man ein 
Bild der Wirkung der zerstérten #-Amylase. 

(Aktivitat « + Aktivitit 6) + Aktivitit a = Aktivitit £. 
Sf: 73 — 18 = 55 V: 5050 — 5400 = — 350 J: 64 — 50 = 14 
Sf: + 78%, Vi —T%/, J: + 22%, 

Der starke Fall in Sf-Einheiten ist verstindlich, der negative 
Fall, also das Ansteigen von V, dagegen unverstiandlich. Der Fall 
der J-Einheiten um 22°/, kann nur durch Mitwirkung der §-Any- 
lase erklirt werden. Auf diesem umstiindlichen Wege kommen 
wir also zu dem SchluB, dai §-Amylase mithilft, die mit Jod 
unter Blaufairbung reagierenden Bindungen der Stirke zu spalten", 

Ohlsson’) und Holmbergh®) haben die Anderung oder das 
Verschwinden der Farbreaktion der Starke mit Jod als eine fir 
a-Amylase spezifische Reaktion angesehen und verwertet. Wie 
gezeigt, sind Bestimmungen der Verfliissigung von Stirkekleister 
besser dazu geeignet. 


Aspergillusamylasen. 
Differenzierung von Polyzime,,P“ durch Erhitzen (Tab.5. 


Polyzime ,,P“ wird vom Takamine Laboratory, Clifton, N. \. 
USA. — vermutlich aus Aspergillus orycae — dargestellt. is 
ist ein graues Pulver, das nur unvollstiindig von Wasser aut- 


Tabelle 5. 


Differenzierung von Polyzime ,,P“ durch Erhitzen. (Juli 1937, 



































Behandlung] py Sf V J SfiV Sf/J Vid 
6,8 25,8 4900 | 61,9 |0,00526 | 0,417 79 

6,8 25,2 48380 | 64,5 |0,00521 | 0,390 15 

15’ 50° 6,8 9,22 | 2420 | 36,5 |0,00381 | 0,253 66 
15’ 55° 68 | 4,75 | 1210 | 19,3 ]0,00392 | 0,246 | 63 


Mittel der beiden letzten: ].0,00387 | 0,250 | 65 
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ES ; genommen wird. Wie aus unserer Versuchsreihe mit Polyzime 
: hervorgeht, fallen alle Quotienten beim Erwirmen der neutralen 





_ Priiparate zu suchen. 
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Lisung. Es ist hieraus zu schlieBen, dab der Starke an- 


z greifende Enzymkomplex von Polyzime mehrere Kompo- 
% nenten enthalt. 


Inaktivierung von Takadiastase durch Erhitzen 
oder Ansduern (Tab. 6). 


Takadiastase (Parke-Davis, London) wird vermutlich aus 
Aspergillus orycae dargestellt. Es ist ein feines, weiBes Pulver, 


3 das sich in Wasser vollstandig lést. Unsere Versuche mit 


Takadiastase zeigen klar und eindeutig, daB alle 3 Reak- 
tionen von derselben Amylase katalysiert werden. Varia- 


‘ tionen in der Aciditaét (p,, = 4,1, 4,6, 5,6, 6,8) in der Temperatur 


(45°, 50°, 55°) und in der Zeit des Erhitzens (15’, 30’) bewirken 


‘ ein Fallen der Enzymaktivitat bis zu 75°/,, ohne die Konstanz 
' der Quotienten zu beeinflussen. 


Tabelle 6. 


2 Inaktivierung von Takadiastase durch Erhitzen oder Ansdéuern 





(Juli 1937.) 























Behandlung Pu S a V J misied Sf/J | Vid 
6,8 108 2780 0, 00389 
6,8 10,5 2780 42,6 0,00377 0,246 65 
15 45° 41 | 487 | 1270 | 191 | 000382 | 0,255 | 67 
15’ 50° 46 | 5,73 | 1460 | 21,6 | 0,00398 | 0,265 | 68 
15’ 55° 5,6 3,41 898 13,8 0,00380 0,248 65 
30’ 55° 6,8 2,84 785 0,00361 
30’ 55° 6,8 | 2,85 | 785 | 11,6 | 0,00363 | 0,245 | 68 
und 12" 9° "ae 


Mittel: 0,00384 | 0,254 | 67 


Ks ist interessant, daB beim Erwiirmen der Lisung von Poly- 
zime die Quotienten auf die mit Takadiastase gefundenen Werte 
fallen. Da beide Praparate vermutlich aus Aspergillus orycae 
dargestellt werden, ist bei der Reinigung der Takadiastase die 


' eine Amylase — wahrscheinlich f-Amylase — verloren gegangen. 


Nach Ohlsson und Swaetichin®) enthailt Takadiastase (Parke- 


' Davis) nur eine Amylase. Aus Diffusionsversuchen schlieBt, wie 
' erwihnt, Giesberger’), daB in seinem Takapraparat (Herkunft 
| ucht angegeben) 2 Amylasen vorhanden sind. Die Divergenz 


dieser Resultate ist wahrscheinlich in der Anwendung verschiedener 
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Bakterienamylase. 


Inaktivierung von Superclastase durch Erhitzen 
oder Ansiuern (Tab. 7). 


Superclastase concentrée (Société Rapidase, Seclin) ist ein 
aus Bakterien dargestelltes Priiparat von fiuBerst kriiftiger, stiirke. 
verfliissigender Wirkung. Beim Erhitzen der Lésungen bei ver. 
schiedener Temperatur oder verschiedener Aciditat oder bein 
Stehen der auf p, = 4,6 angesiiuerten Lésung fillt die Enzyn. 
aktivitiit maximal 70°/,, ohne dafi dabei die Quotienten Sf /J, 
Sf/J, V/J sich findern. Superclastase enthalt also nur 
eine Amylase. 


Tabelle 7. 


Inaktivierung von Superclastase durch Erhitzen oder Ansiuern, 
(Juli 1937.) 


























Behandlung Pr Sf i J Si V Sf/J | Vid 

5,6 | 42,6 |11600 | 116 0,00366 | 0,366 | 100 

5,6 44,3 {11600 116 0,00382 0,382 160 

10’ 55° 5,6 | 322 | 8720 | 82,5 | 0,00369 | 0,390 | 106 
15’ 55° 5,6 24,0 6800 0,003538 
25” 55° 5,6 18,5 5380 0,00344 

30’ 55° 5,6 17,4 4600 45,5 0,00379 0.383 101 
15’ 65° 6,8 12.5 3420 0,00364 

60° 20° 4,6 25,9 6760 66.4 0,00383 0,390 102 





Mittel: 0,00367 | 0,382 | 102 


Pankreasamylase. 
Aktivitit verschiedener Praparate (Tab. 8). 
Die untersuchten Priparate sind teils kiuflich erworben, 


teils von uns aus Schweinepankreas dargestellt. 'Trotzdem die 
Enzymaktivitit von Priparat zu Priparat um das Hundertfache 


Tabelle 8. 


Aktivitit verschiedener Pankreaspriparate. (November 1935.) 














Priparat Sf V Sf/V 
A 315 29 800 0,0106 
B 17,9 1730 0,0104 
C 15,8 1550 0,0102 

D 2,8 — 3... 0,0108 7 
Mittel: 0,0105 
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| Amylase enthalt. 
-Pankreasamylase an Starke eintreten, sind“, nach Holmbergh®), 
zu klein, 
- eine Mischung von Enzymen ist.“ Holmbergh konnte nur eine 
he Vermutung und nicht einen Beweis dafiir erbringen, 
ihm angewandten Analysenmethoden nicht genau genug waren. 
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ariiert, besteht ein konstantes Verhiltnis zwischen Verzuckerungs- 
und Vertliissigungsaktiv itit. Schon diese Versuche deuten an, daB 
) Pankreasamylase einheitlich ist. 


Adsorption von Pankreasamylase an Starkekérner 
(Tab. 9). 


Die mit so gutem Resultat durchgefiihrte Differenzierung der 


4 Malzamylasen durch Adsorption an Stirkekérner war bei der 
Untersuchung von Pankreasamylase ohne Erfolg. Aus der fallenden 
' Enzymaktivitiét in den, nach Absetzen der Starke, untersuchten 
| Lisungen geht hervor, daB mit steigenden Stirkemengen steigende 
| Adsorption der Pankreasamylase stattfindet. 


Die parallele Ab- 
nahme von Sf und V deuten aber an, da& Pankreas nur eine 
Die Verainderungen, die durch Adsorption von 


um die Vermutung zu stiitzen, daB Pankreasamylase 


da die von 


Tabelle 9. 


Adsorption von Pankreasamylase an Stirkekoérner. (Januar 1932.) 


100 cem Enzymlésung wurden 10 Minuten bei 20° mit steigenden Stirke- 
-mengen mit Motor gerihrt, nach Absetzen der Stirke die Enzymaktivitit 


bestimmt und deren Abnahme berechnet. 
































g Enzym /, Fall 9 Fall 
- Puffe iirk _ 

100 cem eer Pur oo von ean d von V 
0,40 Phosphat 6,6 2,5 91, 6 25,8 
0.40 ” 6,6 5,0 47,8 46,9 
0,40 : 6,6 8,0 50,8 51,7 
0.40 : 6.6 10,0 67,5 68,7 


Inaktivierung von Pankreasamylase durch Erhitzen 
oder Ansiuern (Tab. 10 und 11). 


Aus unserer ersten Versuchsreihe geht eindeutig hervor, daB 


durch 


15, 25 oder 30 Minuten langes Erhitzen einer Lésung von 


| Pankreasamylase (p,, = 6,0) oder durch mehrstiindiges Stehen einer 
| wut p,= 4,6 angesiuerten Lisung bei 20° die nach den drei 
| Methoden gemessenen Enzymaktivitiiten parallel fallen. Die gute 
2 Uber ‘einstimmung bestiitigte unsere Annahme, daB Pankreasamy- 
: lase einheitlich ist. 
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Tabelle 10. 


Inaktivierung von Pankreasamylase durch Erhitzen 
oder Ansiuern. (Februar 1935.) 























°/, Verlust von 
Behandlung Pu : : ~ 
Sf | V | J 
15’ 55° 6,0 31,0 | 31,3 33,2 
25’ 55° 6,0 41,2 | 41,9 41,3 
80’ 55° 6,0 44,1 45,7 46,1 
210’ 20° 4,6 25,0 | 26,9 | 25,0 


Tabelle 11. 


Inaktivierung von Pankreasamylase durch Erhitzen 
oder Ansiuern. (Juli 1937.) 












































Behandlung PH Sf V J Sf/V Sf/lJ | VJ 
7,0 278 26 600 266 0,0104 1,04 100 

244 950 7,0 | 209 | 19800 | 204 | 0,0105 | 1,02 | 9 
20’ 40° 7,0 226 21 800 221 0,0104 1,02 49 
20’ 45° 7,0 140 13 400 135 0,0105 1,04 99 
20’ 50° 7,0 | 48,7 | 4610 | 45,3 | 00106 | 1,08 | 102 
20’ 20° 4,0 181 17 400 173 0,0104 1,05 101 
20’ 40° 5,8 | 50,7 | 4890 | 47,4 | 0.0104 | 1,07 | 103 
20’ 40° 7,0 226 21 800 221 0,0104 1,02 99 
20’ 40° 8,4 | 200 | 19100 | 191 | 0,0105 | 1,05 | 100 
Stirkeadsorption | 7,0 | 151 14100 | 141 0,0107 1,07 | 100 


Mittel: 0,0105 | 1,05 | 100 


AbschlieBend haben wir die Ergebnisse unserer friiheret 
Untersuchungen einer eingehenden Nachpriifung unterzogen. All 
diese Versuche sind mit demselben, von uns aus Schweinepankreas 
dargestellten, kriftigen Priparat ausgefiihrt. Die Versuche sini 
eine eindeutige Bestitigung der friiher ausgefiihrten. Erwiirmet 
einer neutralen Lésung auf 40°, 45°, 50°, Erwirmen von Loésunge 
mit verschiedenem p,, (5,8, 7,0, 8,4) auf 40° oder Stehen einer 
auf p,,= 4,0 angesiuerten Liésung bei 20° sind — selbst be 
einem Fall der Enzymaktivitat um 80°/, — ohne Hinflub aul 
die drei Quotienten. 

Wir dirfen also behaupten, daB Pankreasamylast 
ein einheitliches Enzym darstellt. 


An dieser Stelle méchten wir der Leitung der Brauerél 
Tuborg fiir die Mittel zur Durchfiihrung dieser Untersuchunge! 
unseren Dank aussprechen. 
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Experimentelles. 


a. Stirke. a) Prima Kartoffelstirke des Handels, H,O = 14,3°%,, 
—= fF Asche = 0,25°/). b) Loésliche Stirke, Blumer, Zwickau, H,O = 15,2°/,, 


| Asche = 0,15°/,. Higenreduktion = 1,3°/, T.M.W. 

a Darstellung des Stirkekleisters"). 1000 g Kleister enthalten 
| 30,00 g trockne, aschefreie Kartoffelstirke und fiir die Bestimmung von 
| Amylasen aus 


Malz, Aspergillus, Bakterien . . . 10,0 ccm 1m CH,COOH, 
50,0 eem 1m CH,COONa, 
Pu = 95,8, 

Pasbreme. 1... ssi . CO com O02 Na HPO, 


20,0 ccm 0,2 m KH,PO,, 

20,0 cem 1m NaCl, 
—— © Pu = 7,0. 
VJ g Enzympriéparate. Die angewandten Priparate sind in den bzgl. 
| Kapiteln aufgezdéhlt. 





we Bestimmung der Aktivitét der Amylasen. 

_ a) Durch Veranderung des Reduktionsvermogens eines Starke- 
102 kleisters. — Prinzip. Es wird nach bestimmten Zeiten, ¢, das Reduktions- 
101 J  vermégen, °/, T.M.W., bei der Emwirkung von sg Amylase auf Stirke 
103 _ durch Titration mit Jod bestimmt und die Geschwindigkeitskonstante der 
gy fe Reaktion, 4, nach der Formel eines monomolekularen Prozesses berechnet. 
10 bia ne i x g Stiirke abbaub 

: Einheiten der Aktivitit, Sf = — . ere 
100 sg Enzym trocken 
100 Ausfiihrung. 66,7 g 3,00°/,iger Stirkekleister, 2,00 g reine Stirke 


' enthaltend, werden in einem 100 cem MeB8kolben mit 10,0 cem Amylase- 
_ lisung, s g Enzym, vermischt und mit Wasser aufgefiillt, ¢ = 20,0°. Nach 
Alle Fe genau '/,, °/, und 1 Stunde werden in einem Jodzahlkolben 20,0 cem mit 
| 10,00 cem n/10-Jod und 10 ccm 0,5 m Na,CO, vermischt. Die Jodlésung 





oe: s wird mit einer automatischen Pipette nach Ljunggren”), die eine MeB- 
sind # genauigkeit von 1°/,, hat, abgemessen. Nach 80 Minuten wird mit 10 ecm 
‘mel 1m H,SO, angesiuert und der Jodiiberschu8 mit n/10-Thiosulfat zuriick- 
gen 4 titriert. Biirette 10 cem, in '/,, cem eingeteilt, 
inet ie Berechnung. Von dem berechneten Gesamtjodverbrauch A ist der 
* Blindverbrauch von Stirke 2 und Enzym C zu subtrahieren. Durch Maltipli- 
r - kation yon A-B-C mit 0,810 erhilt man °/, T.M.W. 
a os 
1,00 cem n/10-Jod ~ 17,11 mg Maltose, 
| é 1,00 g Stiirke ™~ 1,056 g Maltose, 
ast (A-B-() - 17,11 - 100 
a —___—_________. = (A-B-C) - 0,810 = %/, T.M.W. 
| 1,056 - 2000 { Po lo 
rei k= 1/t lg aja — z, 
gel 2 i = Zeit in Stunden, 


a = °/, Stirke abbaubar, Abbaugrenze, 
x= °/, T.M.W. zur Zeit ¢. 
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8-Malzamylase [Blom u. Braae?’)}. 


a-Malzamylase Aspergillus- Amylase 
0,0193 g Enzym 0,0929 g Enzym 
t x k t x k 
1, 12,51 0,326 I, 13,97 0,184 
3) 17,20 0,326 8) 19,22 0,176 
1 21,00 0,328 1 24,75 0,179 
D 40,00 — ow 73,33 -_ 
0,325 0,180 
Sf= 0,825 x 0,800 _ 14. § f= -01180 x 1467 _ 
0,0193 te 0,0929 
Bakterienamylase Pankreasamylase 
0,0166 g Enzym 0,00630 g Enzym 
i x k t x k 
I, 18,49 0,539 1, 16,10 0,215 
*/ 24,04 0,532 iP 21,46 0,201 
1 28,42 0,538 41 28,26 0,211 
w 40,00 ms oo 73,33 
0,536 0,209 
) 
Ef =n eee Sie ee 
0,0166 owen 0,00630 pe 


b) Durch Verdnderung der Viscositat eines Starkekleisters. — 
Prinzip. Es wird die Zeit, ¢, in Sekunden bestimmt, in welcher v g Amylase 
die Viscositit eines Stirkekleisters auf die Viscositiét einer definierten Ver- 
gleichslésung senkt. 





Einheiten der Aktivitit, V = ——— a —— 
tx vg Enzym, trocken 

Ausfiihrung. Als Vergleichslésung dient eine 50,0 gewichtsprozentige 
Saccharoselésung. Bei 20,0° werden 50,0 cem 3,00°/,iger Stirkekleister mit 
5,00 cem Amylaselésung, » g Trockensubstanz enthaltend, vermischt und 
durch Viscosititsmessungen in einem modifizierten Ostwaldschen Viscosi- 
meter®’) die Zeit bestimmt, in welcher die Viscositit des Ansatzes die 
Viscositaét der Vergleichslésung erreicht. 


Die MeBgenauigkeit wird durch folgende Versuchsreihe illustriert: 


vg Enzym ¢ Sekunden V-Einheiten 

0,00208 155 637 
0,00200 808 619 
0,00167 949 631 
0,00156 1017 630 
0,00125 1293 619 
0,00104 1506 638 
0,00100 1610 621 

Mittel 629 
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c) Durch Veranderung der Jodfarbung eines Starkekleisters. — 
| Prinzip. Es wird die Zeit, ¢, in Sekunden bestimmt, nach welcher die 
| Jodfiirbung eines Ansatzes von 7 g Amylase und Stiirkekleister mit der Jod- 

firbung einer definierten Vergleichslésung iibereinstimmt. 


- ‘ — 1 
Kinheiten der Aktivitit J = —————- i aie 
tx jg knzym, trocken 


Ausfiihrung. Als Vergleichslésung dient eine unter definierten Be- 


 dingungen enzymatisch abgebaute Stirkelésung, deren Jodfarbe beim Uber- 
/ gang von Blau zu Rot liegt (Erythropunkt). 


“2 


Ansatz zur Bestimmung 


des Verfliissigungs- Ansatz zur Herstellung 
vermégens V der Vergleichslésung 
Stiirkekleister 3°), . . . 50,0 g 50,0 ¢g 
' Enzymlésung ..... 5,00 cem 5,00 cem 
| Enzym trocken ... . v g 100 x vg 


Nach derselben Anzahl von Sekunden als die Viscositit des Stiirke- 
kleisters die Viscositit der 50°/,igen Saccharoselésung erreicht, wird die 


| Enzymwirkung im Ansatz zur Herstellung der Vergleichslésung durch 
‘1eem H,SO, 50°/, sistiert. Fiir die Komparation werden in einem 250 cem 
- Mebkolben 200 cem Wasser mit 5,0 cem Jodlésung (1000 cem enthalten 


100 cem n/10-Jod und 50 cem konzentrierte HCl) mit 2,0 cem der Ver- 
gleichslésung vermischt und mit Wasser aufgefiillt. 

50,0 g 3,00°/,iger Stirkekleister werden bei 20,0° mit 1,0 eem H,O 
und 5,00 cem Amylaselésung vermischt. In einer Reihe von MebBkolben 
i 250 cem werden 5,0 ccm n/100-Jod und etwa 200 ecm H,O abgefiillt. Wenn 
die Jodfiirbung des Ansatzes sich der der Vergleichslésung niihert, werden 


| in Intervallen von 30 Sekunden 2,0 eem des Ansatzes in einem der vor- 
} bereiteten MeBkolben abpipettiert und der Inhalt auf 250 cem verdiinnt. Mit 
Hilfe eines Colorimeters (Kriiss) wird nun die Probe bestimmt, welche mit 
' der Jodfarbe der Vergleichslésung iibereinstimmt. Auf diese Weise laBt 
-sich durch Interpolation die Zeit, welche zur Erreichung dieses Punktes 
| notig ist, auf 10 Sekunden genau festlegen. 


Die MeBgenauigkeit wird durch folgende Versuchsreihe illustriert: 


jg Enzym ¢ Sekunden J-Kinheiten 
0,0961 610 17,1 
0,0709 840 16,8 
0,0604 950 17,4 
0,0480 1230 16,9 
0,0302 1940 17,1 


Mittel 17,1 


Bei der Planlegung unserer Untersuchungen war es die Absicht, alle 
\omparationen mit derselben durch Stirkeabbau mittels Superclastase er- 


haltenen Vergleichslésung durchzufiihren. Bei der Ausfihrung erwies dies 
Sich nur mit Amylasen aus Malz, Aspergillus und Bakterien, nicht aber mit 
| Pankreasamylase durchfiihrbar. Fiir die Bestimmungen der Pankreas- 


amylase haben wir daher eine auf der beschriebenen Weise durch Stiirke- 
abbau mit Pankreasamylase hergestellte Vergleichslésung angewandt. 
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Beitrag zur chemischen Zusammensetzung 
des Analbeutelsekretes vom Hund. 
Von 


Johannes Briiggemann und Hugo Rathsfeld. 


(Aus dem Institut fiir Veterinir-Physiologie der Universitat Berlin.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Oktober 1937) 


Bei einem aus anderen Griinden erfolgten Studium des 
Schrifttums tiber die chemische Zusammensetzung der Haut- und 
_ ihnlicher Sekrete war uns aufgefallen, daB zwar die Anatomie 
und Entwicklungsgeschichte des Analbeutels bekannt ist, iiber die 
Zusammensetzung ‘des Sekretes jedoch nur eine eingehendere, 
‘iltere Angabe von Siedramgrotzky') vorliegt, die fiir unsere 
Zwecke nicht voll tragbar schien. Wir entschlossen uns deshalb, 
Untersuchungen iiber die chemische Zusammensetzung des nor- 
malen Analbeutelsekretes von Hunden anzustellen, deren Ergebnisse 
im folgenden mitgeteilt werden sollen. 








Uber die Anatomie und Entwicklungsgeschichte des Analbeutels unter- 
richten uns u. a. die Arbeiten von Neergard’), Martin®), Gurlt*), Grau®), 
Ellenberger®’) und Ellenberger-Baum’), aus denen hervorgeht, daB 
sie bei den Carnivoren beiderseits des Afters vorkommende kleine, ovale, 
haselnuBgroBe Taschen sind, die normalerweise eine unangenehm riechende 
Flissigkeit absondern. Uber die biologische Bedeutung der Analbeutel und 
ihres Sekretes gehen die Meinungen auseinander. Einige Autoren glauben, 
daB die darin abgesonderten Geruchsstoffe bei der Paarung von Bedeutung 
sind, andere deuten sie als Abwehrmittel, da die Tiere in der Lage sein 
sollen, dieselben gegebenenfalls spritzend zu entleeren. Hiufig kommt es 
zu Entziindungen der Analbeutel, die mit erheblichen Sekretionsstérungen 
einhergehen und den Tieren starke Schmerzen verursachen. 

Das Analbeutelsekret als solches ist mehrfach oberflichlich untersucht 
worden. Uber seine Beschaffenheit unterrichten uns vor allem die Arbeiten 
von Leydig’) und Hebrant®), nach denen es aus einer weiBlich grau bis 
grau-gelben kliimprigen ziihen Masse von saurer Reaktion besteht. Das 
Sekret ist in Wasser unvollstiindig, dagegen in Alkohol und Ather stirker 
lislich, Nach geeigneter Aufarbeitung konnten Cholesterinkrystalle, ferner 
Fettrépfchen, Epithelzellen und eine Reihe von Mineralsalzen nachgewiesen 
werden. Der unangenehme Geruch diirfte auf Buitersiiure, Indol und Skatol 
zuriickzufiihren sein. Nach der von Siedramgrotzky (vgl. oben) angegebenen 
g* 
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chemischen Analyse enthilt das Analbeutelsekret 85,4°/) Wasser, 14,69) 
Trockensubstanz, und zwar 1,3°/, anorganische und 13,3°/, organische Sub. 
stanzen, in letzteren 2,7°/, Fett; demnach enthalten 100 Teile (T.) Trocken. 
substanz 8,9 T. anorganische und 91,1 T. organische Substanzen, in letzterey 
18,5 T. Fett. 

Fiir die eigenen Versuche standen uns die die Poliklinik besuchendey 
und in der Klinik fiir kleine Haustiere eingestellten Hunde zur Verfiigung, 
auBerdem 60 Hunde der staatlichen Dressur- und Abrichteanstalt in Griin. 
heide i. M.*) 

Als Methode der Sekretentnahme hat sich folgendes Vorgehen bewiihrt: 
der betreffende Hund wird auf einen Tisch gestellt, Kopf und Schwanz 
durch einen Gehilfen fixiert. Die Afteréffnung und die Umgebung des Afters 
wird sorgfiltig gereinigt, iiber beide Zeigefinger Gummifingerlinge gezogen 
und dann durch vorsichtiges Kingehen mit dem Zeigefinger in den After 
und Gegendriicken des anderen der Beutel ausgepreBt. 

Die verhiltnismiBig geringe Menge Sekret, die man aus dem Anil- 
beutel eines Hundes durch Ausdriicken gewinnen kann, betriigt nach unseren 
Untersuchungen im Durchschnitt 2 g. Da es fiir die genaue chemische Analyse 
notwendig schien, gréBere Mengen Untersuchungssubstanz zu_ erhalten, 
sammelten wir eine Reihe von Sekreten, die wir einige Tage im Eisschrank 
aufbewahrten und nahmen dann die Analyse in einem Mischsekret (MS,) 
vor. Um einige spiiter auftauchende Fragen niher zu kliren, untersuchten 
wir in einer 2. Versuchsreihe einige Einzelsekrete (ES.);, um hier die Stoffe, 
die uns auf Grund der Analysenergebnisse der MS. wichtig erschienen, 
beim einzelnen Tier zu ermitteln. Fiir ein MS. verwandten wir die ES. von 
etwa 30 Hunden, wobei naturgemi8 Alter und Grobe der Tiere unberiick- 
sichtigt bleiben muBten. 

Die Untersuchungen des MS. erstreckten sich auf die Bestimmung des 
Wassergehaltes, des Geha!tes an anorganischen und organischen Stoffen, 
ferner auf eine Reihe qualitativer Untersuchungen der Asche, auf quanti- 
tative Bestimmung des Gesamtphosphors sowie des Lipoidphosphors, die 
quantitative Cholesterinbestimmung, ferner auf den Fettgehalt, sowie dessen 
Jod- und Verseifungszahlen. 

Fiir die Phosphorbestimmungen verwandten wir das Verfahren nach 
Tisdall'), fiir die des Cholesterins die Methode nach Liebermann- 
Burchard"). Die Jodzahlbestimmung geschah nach Hanus’), die der 
Verseifungszahl nach Kéttstorfer'’). Zur Bestimmung des Lipoidphosphor- 
gehaltes (Lecithin) verwandten wir die Methode von Bloor”). 


Zur niheren Charakteristik der Sekrete bestimmten wi 
fernerhin oberfliichlich die Konsistenz, die Farbe und ihre Reaktion 
gegen Lackmus. Die Ergebnisse sind in 2 Tabellen niedergelegt, 
aus denen im folgenden nur die wichtigeren Befunde mitgeteilt 
werden. Einzelheiten mégen in den ‘l'abellen selbst nachgesehen 
werden. Beim Studium der Tab. I (Mischsekret) zeigt sich, dab 


*) Wir danken Herrn Oberstveteriniir Dr. Hansmann fiir die Erlaubnis, 
den Tieren der staatlichen Dressur- und Abrichteanstalt Analbeutelsekrei 
zu entnehmen. 
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bei den fiinf vorgenommenen MS.-Untersuchungen diese in bezug 
* auf ihre Konsistenz, Farbe und Reaktion kaum voneinander ab- 
* weichen. Bis auf das MS. V waren die iibrigen von breiartiger, 


| dickflissiger Konsistenz, grau-brauner Farbe und schwach saurer 


? Reaktion. MS. V hatte eine mehr zihfliissige Konsistenz und besab 
eine hellere, mehr briunliche Farbe. Der Wassergehalt siimtlicher 
MS. war verhiltnismifig konstant. Den héchsten Wassergehalt 
© besaB MS. III mit 87,55°/,, den niedrigsten das MS. II mit 






4 85,80°/,. Der Mittelwert betrigt 86,81°/,. Entsprechend dem 


+ Wassergehalt ist auch der Gehalt an Trockensubstanz verhiltnis- 


| mibig konstant. Der Mittelwert liegt hier bei 13,19°/,. Der durch 
-~ das Veraschen der festen grau-braunen Trockensubstanz ermittelte 
 Gehalt an anorganischen Stoffen betrigt im Mittel 4,09°/,, der 


an organischen Stoffen 95,91°/,. 
Die Asche war meist weif, fest und in Wasser unter Zusatz 
yon etwas verdiinnter Salpetersiiure leicht léslich. Der P-Gehalt 


ee 
ot 
Pd 
ae 
< 









» der Asche betrug im Mittel fiir die MS. 9,74°/,, wobei zu beriick- 


sichtigen ist, daB der hohe P-Gehalt des MS. IV mit 12,98°/, den 
| Mittelwert stark beeinfiuBt. Der in der Aschelésung bestimmte P 
ist auf Grund des nur in geringer Menge im Fett als Lipoid- 
phosphor bestimmten P héchstwahrscheinlich als anorganische 
P-Verbindung im Sekret des Analbeutels vorhanden. 

Uber die durch Chloroformextraktion gewonnenen Cholesterin- 
mengen liegen bei den MS. nur drei quantitative Bestimmungen 
vor. Der Mittelwert betrigt dabei 1,64°/,. 

Die Fettextraktion mit Ather wurde in allen 5 MS. durch- 
gefiihrt und ergab als Mittelwert an extrahiertem Rohfett 1,71°/,. 
Das Rohfett des Analbeutelsekretes besitzt bernsteingelbe bis 
goldgelbe Farbe und hat einen aromatischen Geruch. Seine durch- 
schnittliche Jodzahl ist 51,74, wobei allerdings gewisse Schwan- 
kungen in den einzelnen Werten der MS. zu verzeichnen sind. 
Die Verseifungszahlen schwanken unter sich ihnlich wie die Jod- 
zahlen. Der Mittelwert betragt 274,4. Aus der Hihe der gefundenen 
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Cs 
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- Verseifungszahlen kann man schlieBen, daB das Fett des Anal- 


beutelsekretes groBe Mengen von Fettsiuren mit niedrigerem 
Molekulargewicht enthalten diirfte. Die verhiltnismiBig kleinen 
Verseifungszahlen der MS. IV und V diirften wahrscheinlich die 
Folge einer besonders langen Aufbewahrungsdauer der betreffenden 
Sekrete sein, durch welche eine fermentative Spaltung der Glyceride 
eingetreten sein kénnte. Die auffallend hohen Werte der Verseifungs- 
zahlen von I und II liegen auBerhalb der bisher in ihnlichen Sekreten 
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beobachteten Verseifungszahlen. Es wird Aufgabe spiterer Unter. 
suchungen sein, diese Tatsache erneut nachzuprifen, um festzustellen, 
welcher Natur die diesen Werten zugrunde liegenden Fettsiuren sind, 


Die Bestimmung des Lipoidphosphorgehaltes im Rohfett wurde | ‘ 
in den MS. IV und V vorgenommen. Sie ergaben einen durch. | — 


schnittlichen Gehalt von rund 0,02°/, und auf ,,Lecithin“ un. 
gerechnet einen ungefahren Gehalt von 0,5°/,. 


Die Ergebnisse der Einzelsekretuntersuchungen (Tab. II) er. | 7 
strecken sich auf die Bestimmung der Menge, des Wassergehaltes, | ~ 
des Gehaltes an anorganischen und organischen Stoffen, ferner | — 
auf den Gesamtphosphorgehalt und den Gehalt an Cholesterin, | ~ 
Untersucht wurden die Sekrete von drei weiblichen und sieben f © 
minnlichen Hunden verschiedener Rasse im Alter von 3—12 Jahren, | 
Die Menge des Analbeutelsekretes schwankte zwischen 0,88 und f — 
2,81 g. Der Mittelwert fiir den Inhalt beider Analbeutel betrug F © 
2,01 g. Konsistenz und Farbe der Kinzelsekrete schwankten unter F ~ 
sich sehr stark. Der Wassergehalt betrug im Mittel 88,94°/,, der F © 
an Trockensubstanz dementsprechend 11,06°/,. Die in der Trocken F 7 
substanz bestimmten organischen Stoffe liegen in ihren einzelnen f 
Werten erheblich dichter beicinander als die des Wassergehaltes F 7 
Der durchschnittliche Gehalt an organischen Stoffen betriigt fiir > 
die ES. 96,27 °/,, der Mittelwert fiir anorganische Stoffe entsprechenl F © 
8,73°/,. Am groBten sind die Schwankungen bei den in der Asche F 
bestimmten Mengen an P. Hier lagen die Gehalte der ES. an? F | 
zwischen 7,43 und 25,26°/,, der Durchschnittswert bei 12,67", F 
wobei der AuBerst hohe Gehalt von 25,26°/, P im ES. II am @ 
Zustandekommen dieses hohen Mittelwertes erheblich beteiligt F 
ist. Der Cholesteringehalt betrug im Mittel 2,59°/,, bei einer — 


Schwankungsbreite von 1,19—9,56°/). 


Aus den Ergebnissen der an sich noch zu geringen Zall f- 
der ES.-Untersuchungen scheint hervorzugehen, daB Rasse uni F 
Geschlecht eines Hundes ohne Einflu8 auf die Analysenergebniss: F 
sind. Dagegen scheint die Rasse in Beziehung zur Inhaltsmeng: 
bzw. GréBe der Analbeutel zu stehen. So hat der Teckel eine 
verhiltnismaBig gréBere Menge Sekret als andere Hunderassen 








Ferner scheint das Alter des Tieres die Konsistenz und den Chole FF ! 


steringehalt des Sekretes zu beeinflussen, da der alteste der unter- a 
suchten Hunde (12 Jahre) bei einem nahezu salbenartigen Sekrei F 
den héchsten Cholesteringehalt von 9,65°/, zeigte. Hin Teil der F™ 


iibrigen hohen Cholesterinwerte entfallt ebenfalls hauptsiichlicl 
auf Sekrete von dickrahmiger bis dickfliissiger Konsistenz. 
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nter. | Weiter ist aus den gefundenen Analysenwerten ersichtlich, 
ellen, | = daB zwischen dem Wassergehalt und dem an organischen Stoffen 
sind, | | eine Wechselbeziehung dahingehend zu bestehen scheint, daB der 
rurde | = Wassergehalt dem Gehalt an organischen Stoffen umgekehrt pro- 
urch- | portional ist (4. B. ES. IT mit 99,41°/, organischen Stoffen in der 
um- | = Trockensubstanz und 81,83°/, Wasser). In einem direkten Ver- 
a hiltnis stehen der Inhalt der Analbeutel und ihr Wasser- bzw. 

) er F q Trockensubstanzgehalt, da der Wassergehalt mit der Menge des 
alte, | | Inhaltes steigt, wihrend entsprechend die Trockensubstanz abnimmt. 
erner | | Kin Vergleich der Ergebnisse der Untersuchungen der ES. 
terin, | » und MS. laBt sich mit Erfolg u. E. zur Zeit noch nicht durch- 
leben §  fihren, da hierzu die Zahl der zur Verfiigung stehenden Analysen- 
hren, werte der ES. zu gering ist. Dagegen ergibt eine Gegeniiber- 
und stellung mit den Werten der Analyse von Siedramgrotzky (vgl. 
etrug oben) folgendes (unsere Werte in Klammern): der von ihm an- 
unter gegebene Wassergehalt von 85,4°/, ist niedriger, der Trockensub- 
, der stanzgehalt entsprechend héher als bei unseren Sekreten (87,88 °/,). 
sken- Die mitgeteilten Zahlen fir den Gehalt an organischen Stoffen 
olnen der Trockensubstanz entsprechen in ihrer Hohe von 91,1°/, nicht 
altes, ganz unseren Befunden (96,09°/,); und ebensowenig decken sich 
+ fir} © die angegebenen 20,3°/, Fett, bezogen auf den organischen Anteil 





hend F 4 der Trockensubstanz mit den von uns gefundenen Werten (13,20°/,). 


sche F Zu den Beziehungen zwischen den Analysenergebnissen des 
anP{  Analbeutelsekretes und denen ahnlicher Sekrete!* 5) ist folgendes 
/79|,f zu sagen: die Tatsache, daB die abgesonderte Menge Hauttalg 
T am { stark mit dem Alter variiert, trifft auch fiir das Analbeutelsekret 





eiligt j des Hundes zu, ebenso, daB dabei wesentliche Unterschiede zwischen 
einer § | beiden Geschlechtern nicht zu bestehen scheinen. Auch bei den 

| Hunden gibt es Individuen oder Rassen, die auf Grund ihrer 
Zahl & 








physiologischen und anatomischen Eigenarten mehr Sekret produ- 
uni ff zieren als andere. Die Verseifungszahl des Hauttalgs liegt mit 
nisse fF 117,30-—130,50 erheblich tiefer als die des Analbeutelfettes mit 
enge 3 einem Mittelwert von 274,40. Die Jodzahl des Atherextraktes 
eine Von 54—57 steht dagegen der Jodzahl des Analbeutelfettes von 
sse. # 1,50 sehr nahe. Zwischen der Vernix caseosa und dem Anal- 





beutelsekret scheinen bis auf die Jodzahl von 47,42 und den 

Gehalt an 0,8—6,5°/, Asche, sowie dem Vorkommen von Fett- 
siuren, Cholesterin, Chloriden und Sulfaten keine engeren Be- 
ziehungen zu bestehen. Die Angaben iiber das Sekret der 
Meibomschen Driisen sind zu ungenau, um Vergleiche zu ermég- 
lichen, Die chemische Zusammensetzung des Sekretes der Biirzel- 
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driise der Vigel besitzt zwar qualitativ, abgesehen von dem Feliley 
des Cholesterins, eine Abnlichkeit mit dem Sekret der Analbeutel, 
dagegen weichen die quantitativen Ergebnisse desselben stark yor 
denen des Analbeutelsekretes ab. Dasselbe gilt von der chemischey 
Zusammensetzung des Cerumens und des Smegmas mit Ausnahme 
der in ihrem Fett ermittelten Jodzahlen, die mit 50,3 fiir das 
Cerumen und mit 41,20 fiir das Smegma in die Schwankungs. 
breite der im Analbeutelfett ermittelten Jodzahlen fallen. 


Zusammenfassung. 


Es wurden Analysen vom Sekret der Analbeuteldriisen de; 
Hundes in Form einer eingehenderen Untersuchung von 5 Misch. 
und einer weniger speziellen von 10 Kinzelsekreten durchgefiihit, 
Dabei ergab sich, daB das Sekret der Analbeutel gegen Lackmus 
im allgemeinen schwach sauer reagiert. Sein Wassergehalt betrigt 
durchschnittlich 87,88°/,; der Gehalt der Trockensubstanz an 
organischen Stoffen liegt bei 96,09°/,, an Asche bei 3,91°/,. Der 
P-Gehalt der Asche betrigt durchschnittlich 11,21°/,; der in der 
Trockensubstanz durch Chloroformextraktion bestimmte Gehalt 
an Cholesterin im Mittel 2,12°/,; das durch Atherextraktion aus 
dem urspriinglichen Sekret gewonnene Rohfett 1,7°/,. Die Jod- 
zahl dieses Fettes ist 51,74, die Verseifungszahl 274,42. Der 
Gehalt an Lipoidphosphor betrigt durchschnittlich 0,02°/,, was 
auf Lecithin berechnet einem Gehalt von 0,5°/, Lecithin entspricht. 

Auffallend ist neben den ungewoéhnlich hohen Verseifungs- 
zahlen der verhiltnismaBig starke Gehalt an P, der zum gréBten 
Teil in anorganischer Bindung vorhanden sein muBb, 

Die alten, von Siedramgrotzky (vgl. oben) angegebenen 
Analysenergebnisse des Analbeutelsekretes vom Hund _ stimmen 
mit den vorliegenden Angaben nur teilweise iiberein, ohne dab 
wir einen Grund hierfiir angeben kénnen. 


Der Gehalt an P und Cholesterin ist starken individuellen 
Schwankungen unterworfen. Dasselbe gilt in geringerem Mabe 
fiir den Gehalt an Wasser und organischen Stoffen. Gewisse Be- 
ziehungen der einzelnen Bestandteile eines Sekretes zueinander 
sind vorhanden. 

Kine Parallele zu der chemischen Zusammensetzung 4bnlicl 
gearteter Sekrete besteht nur qualitativ, mit Ausnahme der Jod- 
zahl des Fettes, die bei vielen dieser Sekrete tibereinstimmen! 
mit der des Analbeutelfettes ist. 
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Uber die Wirkung des Follikelhormons 
auf den C-Vitaminbestand der Nebennieren und der Leber 
von mannlichen Meerschweinchen. 


Von 


Johann Mosonyi. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Budapest.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Oktober 1937.) 


Unsere Untersuchungen’) iiber die Wirkung der Sexualhormone 
auf den C-Vitaminbestand der Leber und der Nebennieren von 
Meerschweinchen fihrten zu dem interessanten Ergebnis, daf, 
wihrend das mannliche Sexualhormon (Erugon, Bayer; 
enthalt hauptsichlich Testosteron) nur an miannlichen Tieren eine 
Verminderung des C-Vitamingehaltes der betreffenden Organe 
hervorrief, das weibliche Sexualhormon (Progynon, Schering: 
Wirkstoff: Benzoesiureester des Dihydrofollikulins) sich dagegen 
in bezug auf diese Wirkung als unspezifisch erwies, insofern 
es an weiblichen als auch an minnlichen Tieren den C-Vitamin- 
bestand der untersuchten Organe zu vermindern imstande ist. 

Ks fragt sich nun, ob das Follikelhormon im minnlichen 
Organismus diese den C-Vitaminspiegel senkende Wirkung 
direkt entfaltet oder im Wege der Aktivierung anderer endokriner 
Organe (Hypophyse, Schilddriise, Keimdriisen) hervorruft. Im 
letzteren Falle kénnte dann selbstverstindlich von keiner hetero- 
logen Wirkung des Follikelhormons im engeren Sinne die Rede 
sein, weil doch der Wirkstoff sowohl der Schilddriise?) wie auch 
der der minnlichen Keimdriisen die Senkung des ©-Vitamin- 
bestandes hervorzurufen imstande ist, fernerhin derselbe Einflui 
in jiingster Zeit auch vom thyreotropen [Paal und Brecht’) 
und gonadotropen Hormon [NeSpor‘)] der Hypophyse _nach- 
gewiesen werden konnte. 


1) Mosonyi, Diese Z. 242, 158 (1936). 

*) Demole u. Ippen, Diese Z. 235, 226 (1985); Mosonyi, Diese Z. 
237, 173 (1985). 

8) Klin. Wschr. 1937, 261. *) Klin. Wsehr. 1937, 567. 
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ee 


DaB iiber die Hypophyse eine Aktivierung der miinnlichen Keim- 
* driisen mit heterogenen Wirkstoffen méglich ist, geht mit groBer 
© Wabhrscheinlichkeit aus den Versuchen von Clauberg’) hervor, 
welcher durch eine einmalige hohe Dosis (5000 E.) des Follikelhormons 
* an ausgewachsenen Miiuseminnchen histologisch eine gesteigerte Spermato- 
* genese und die Symptome einer erhéhten biologischen Aktivitaét nach- 
per ~ weisen konnte. 

Da8 ferner das Follikelhormon auch durch die Aktivierung der Schild- 
driise eine C-Vitaminsenkung hervorzurufen imstande wiire, kann auf Grund 
von Beziehungen zwischen Keimdriisen und Schilddriise angenommen werden, 
die einesteils durch klinische Erfahrungen, andernteils durch experimentelle 
Befunde festgestellt werden konnten. So schlossen verschiedene Autoren 
nach erfolgter Kastration auf Grund histologischer Untersuchungen der 
Schilddriise auf eine Hypofunktion derselben. Durch Verabreichung von 
Ovarialextrakten bzw. Follikelhormon konnte dagegen eine Funktions- 
steigerung der Schilddriise nachgewiesen werden. Sigurd Franck °) 
konnte feststellen, ,,dab wiederholte Gaben von Follikulin an Meerschweinchen 
eine durch Kolloid bedingte Ausdehnung der Schilddriisenbliischen hervor- 
rief, und daB die entsprechenden Hypophysen cytologische Veriinderungen 
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' von grobtem Interesse darboten. Die basophilen Elemente waren degranuliert, 
’ — ~ und kleine eosinophile Zellen hatten sich entwickelt. Er schlieBt daraus, 

er; fF | dab die basophilen Zellen nicht nur das gonadotrope Hormon produzieren, 

eine | sondern auch auf die sekretorische Funktion der Schilddriise einen EinfluB 

ane [| © ausiiben. Auch De Amilibia, Mendizabal und Botella-Llusia’) 

ne ~ konnten an Ratten eine intensive thyreotrope Wirkung des Follikelhormons 

©’ F = nachweisen. 
gen 
term oa Um nun feststellen zu kiénnen, ob es sich bei der den 


C-Vitaminspiegel senkenden Wirkung des Follikelhormons im 
minnlichen Organismus um eine direkte Beeinflussung oder um 
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ist. 

ban eine Aktivierung der minnlichen Keimdriisen oder eventuell der 
ung Schilddriise (unmittelbar oder iiber die Hypophyse) handelt, 
sie wurden mit dem Follikelhormon Versuche sowohl an kastrierten, 
Io thyreoidektomierten, ferner kastrierten wie auch thyreoidektomierten 


minnlichen Meerschweinchen ausgefiihrt. 


a) 
co) 
‘ 

* 






Methodik: Die operierten Tiere kamen immer 2 Wochen nach er- 
+ folgter Operation und vollstiindiger Heilung zum Versuch. Der C-Vitamin- 
|» gehalt wurde in der Leber und in den Nebennieren nach Tillmans- Harris 
_ bestimmt. Die Meerschweinchen wurden wegen der groBen Abhingigkeit 
' des C-Vitamingehaltes der untersuchten Organe von der Menge und Qualitit 
_ der verabreichten Nahrung in Gruppen geteilt. Die Tiere der einzelnen 
_ Gruppen wurden genau unter denselben Bedingungen gefiittert. 1—2 Tiere 
_ jeder Gruppe dienten als Kontrollen. 










) Zbl. Gyniik. 1986, 1457. 
*) Zit. nach Okkels, Klin. Wschr. 1936, 1905. 
‘) Klin. Wsehr. 1936, 1001. 










































































































































134 Johann Mosonyi, ti 
Tabelle L a 
Kastrierte minnliche Meerschweinchen. 4 
— _ ——— 
a é Ascorbinsiiure pro g 
: 2S mee 
qs lo eleee | mash 
a & iz fs ES ” Neben- | : F emerkKungen 
mol Tm | tel 
serig 2 3 in mg | Mittel in mg| Mittel 
23 | | as ste 
Gruppe I .. 
315 | 316 203 1,25 | 0,23 durch 4 Tage hindurch tig 4 
362 | 364 | 184 | 1,20 wl 0.86 OT G6-cnen Olean ped. wl " 
835 | 317 | 180 | 085 | 975, 019 || 949 | durch 4 Tage tiglich leap | 
382 | 350 180 | 0,60 { ” 0,19 if ~ (10000 B.E.) Progynon}h | 
| ee: oleosum 
Differenz der Mittelwerte in %/, |-40,9 -19 | 
Gruppe II. . 
375 | 380 123 1,4 14 | 0,27 | 0,27 | durch 4 Tage tiglich 1 ca a 
- . ae — te 7 Oleum ped. tauri . | 
430 415 236 | 0,92 | 0.73 15 || 9445] durch 4 Tage tiiglich 1 cc : 
538 | 500 | 338 | 0,54 if 0,14 |f % (10000 B.E.) Progynon 3” 
Differenz der Mittelwerte in °/, | -48 -46,3 | 
272 | 294 134 ma: | 2 0,24 0,24 | durch 4 Tage tiglich 1 caf @ ‘ef 
oe “ — _ sl tiles — Oleum ped. tauri |—C 
600 | 590 438 | 0,82 0.36 | %7 |l og | durch 4 Tage tiiglich 1 ea hi 
416 | 416 | 274 | 0,90 9 | 0,185 |f ~ (10000 B.E.) Progynon3§ @ ein 
= ee oleosum Ney 
Differenz der Mittelwerte in °/, -21,8 \-25 | vers 
Gruppe IV. ‘ier 
531 | 522 244 1,31 | 1.33 | 0,285 || 0.24 durch 4 Tage tiglich iS spie 
610 | 615 359 1,36 , 0,24 f°’ Oleum ped. tauri :.. 
398 | 375 200 | 1,17 1.15 | %2! \ 0.195 | durch 4 Tage taglich 1 e 
415 | 410 | 173 | 1,04 , oe 1 (10000 B.E.) Progynor}fF @ an | 
| | ~~ __—|_ oleosum __ 
Differenz der Mittelwerte in °/, | -13,5 | (+15 + 
G > dan 
ruppe V. F r 
399 | 409 168 1,2 | 1.115 | 234 0,34 durch 4 Tage tiglich 0,090 - 0 
447 482 278 ae ae ees — Oleum ped. tauri min g 
425 | 425 180 | 0,96 | 0.99 | %21 0.205] durch 4 Tage tiiglich 059% Phy: 
407 | 429 | 221 | 0,88 |f °*°” | 0,20 , (5000 B.E.) Progynon} 
| | oleosum me 
Differenz der Mittelwerte in °/,| 17,5 -39,7 | Kahl 
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Versuchsergebnisse. 


—__ 9 I. Versuche an kastrierten mannlichen Meerschweinchen. 


Zu den Versuchen wurde das Hormonpraparat Progynon B 
> oleosum bzw. forte (Schering) benitzt*) Von beiden Praparaten 
wurden mit Ausnalme der Gruppe V immer 10000 B.E. subcutan 
verabreicht, den Kontrollen dagegen die entsprechende Menge des 
Lésungsmittels, Oleum pedum tauri. Wie aus Tab. 1 hervorgeht, 
kann auch an kastrierten Meerschweinchen durch das Follikel- 
hormon eine Senkung des C-Vitaminspiegels vom selben Grade 
herbeigefiihrt werden, wie bei normalen miannlichen ‘Tieren. 
In den Nebennieren trat bei den finf Gruppen eine Verminderung 
Bdes C-Vitamingehaltes von 13,5—48°/, ein; in der Leber betrigt 
dieselbe 15—46,3°/,.. Auch diese an kastrierten Tieren erhal- 
tenen Versuchsergebnisse bestatigen unsere friihere an normalen 
Tieren gemachte Beobachtung, daB zwischen der Menge des 
|» Follikelhormons und dem Grade der Senkung des C-Vitaminstandes 
h lea @ kein enger Zusammenhang besteht; offensichtlich sind bei der 
oll : }Entfaltung der Wirkung auch andere Faktoren maBgebend. 
ynon-be 
"II. Versuche an thyreoidektomierten mannlichen Meerschweinchen. 















ni 









’ Zu den gleichen Ergebnissen wie an kastrierten Meerschweinchen 
| fihrten auch die an schilddriisenlosen minnlichen Tieren aus- 
) gefiihrten Versuche. In den Nebennieren sank der C-Vitaminspiegel 
eat ge Um 13,7—35°/,, in der Leber jedoch um 10,4—38°/,, also in 
ynonbf einem Umfange, der mit den Senkungsverhiltnissen des normalen 
'Tieres vollstiindig iibereinstimmt. Trotz gleicher Menge des 
verabreichten Hormons tritt auch bei den thyreoidektomierten 
lieren eine Verschiedenheit im Senkungsgrade des C-Vitamin- 
‘F spiegels ein. 







: III. Versuche 
oF 3 an kastrierten und thyreoidektomierten mannlichen Meerschweinchen. 


re Bei diesen Tieren wurde zuerst die Schilddriise entfernt und 
- dann, 2 Wochen nachher, wurden dieselben kastriert. Mit dem 
, osm Follikelhormon gelang die Senkung des C-Vitaminbestandes 

> 'n gleicher Weise wie bei den Tieren, an denen entweder nur die 
h 0s Thyreoidektomie oder bloB die Kastration vorgenommen wurde. 








*) Das nétige Versuchsmaterial wurde uns von der Firma Schering- 
; PKahlbaum in liebenswirdigster Weise zur Verfiigung gestellt. 
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Tabelle IL. 


Thyreoidektomierte minnliche Meerschweinchen. 





bei Beginn 
_der Hormon- 


| 
| 














Tiergewicht P — 
S 2 Ascorbinsiiure pro ¢ 
8 z 
C — = 93 vei stuns hg aadensaea _ 
sis eS _|Neben-| nae Bemerkungen 
R FT, oma : 1m eper im 
Be er, a | anes lin ang| Mitel 
Pls os im . Mittel in mg) Mitte 
rig 21 28 in mg | 











Gruppe L. 





z 
*) 
as 
ae 
Si 
, 
= = 
ae 
ae 
es 
oy 
Dy 








—-_ “on 


Lo 


» 
=) 
° 
= 
= 
) font 
° 
bri 
—_ 
uo) 









340 | 388 | 141 | 1,10 {| 94 | %22 |l oo, 
305 | 318 188 0,92 ff ~ O20 7°" Oleum ped. tauri E 
370 410 182 0,70 0.675 | 0,14 || 0.13 durch 4 Tage tiiglich 0,2 cq i 38 
412. | 422 269 0,65 ‘ 0,12 |f ‘ (10000 B.E.) Progynon-B-fri 
Differenz der Mittelwerte in °/, | -35 —38 | 
Gruppe II. 
382 370 193 12 | 1,2 | 0,24 0,24 | durch 4 Tage taglich 0,2 cca 445 
--- a oo ~- — | — — Oleum ped. tauri - 
355-840 190 | 1,03 || 4 95| 0,21 || oo915| durch 4 Tage tiglich 0.2 B 287 
364 355 182 1,04 If **°°?| 0,22 ass (10000 L.E.) Progynon-B-forgiy 242 
Differenz der Mittelwerte in °/, -13,7 -10,4 | ‘wv iffer 
Gruppe III. 7 
398 | 412 162 1,27 1,27 | 0,26 0,26 | durch 4 Tage tiiglich 0,2 cca 440 
— — — — — — ~- Oleum ped. tauri :— 
304 | 322 125 0,88 0.98 0:20 0.29 | durch 4 Tage tiiglich 0,2 came 419 
392 394 176 1,09 ” 0,20 e (10 000 B.1.) Progynon-B-{ongay 421 
Ditferenz der Mittelwerte in °/, | -22,8 ~23 | Pitterc 


In den Nebennieren betriigt die Verminderung 35,7—38,5°/,, 
in der Leber 30,4—50°/,. Soweit aus diesem geringen Versuchs- 
material Schliisse gezogen werden diirfen,- fillt allerdings au, 
daB bei allen drei Gruppen die Senkungswerte besonders in den 
Nebennieren eine bemerkenswerte Bestindigkeit zeigen. Die Er- 
klirung dieser Erscheinung diirfte vielleicht darin liegen, daB bel 
Tieren, bei welchen entweder beide, Schilddriise und Keimdriisen 
oder nur eine derselben vorhanden ist, durch das verabreichte 
Follikelhormon auch die Sekretionstiitigkeit dieser endokrinen 
Driisen angeregt wird, was ebenfalls zur Hormonausscheidung fiihrt, 
welches seinerseits naturgemiB auch bei der Senkung des C-Vitamin- 
spiegels mitwirkt. Nun ist aber die Menge des von diesen Driisen 
ausgeschiedenen Hormons bei den verschiedenen ‘lieren héchst- 









Kastrierte 


Tabelle III. 
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und thyreoidektomierte minnliche Meerschweinchen. 


































‘ pTiergewicht S Ascorbinsiiure pro g 
: : a a om cal ndeemaunanes 
n mec: S SSIES ‘ Neben- | | Bemerkungen 
a2ian vile . | : 
Be a Slo~~| niere | im heapaes im 
min o| Se ~ | Mittel |in mg} Mittel 
Seri s & @ in mg | 
eer lS > 2 | 
a Oana es ee 
Gruppe I. 
1 0,2 coffer 338 | 347 155 0,67 || 0.675. 0,11 || 0,115 durch 4 Tage tiiglich 0,2 cem 
403 | 412 146 0,68 jf ~ 0, 120 | f Oleum ped. tauri 
1 0,2 comme 880 | 382 179 0,42 0,415, 0,08 \ 0,08 durch 4 Tage tiglich 0,2 cem 
n-B-forfee 480 © 480 (266 | 0,41 of 0,08 L (10000 B. E.) ) Progynon- B- forte 
Differenz der Mittelwerte in °/ »|-38,5 |-30, 4 - 
: Gruppe IL. 
1 0,2 cele 445 | 490 258 0,82 | 0,82 | 0,20 | 0,20 | durch 4 Tage tiglich 0,2 ccm 
— — —— Lo | — Oleum ped. tauri 
1 0.2 ccm 287 | 287 153 0,54 H 0.52 | 0,10 | 0.10 durch 4 Tage tiglich 0,2 cem 
n-B-forfamm 242-272) | 223 | 0,50 J ”’ saul | 7 | (10000B.E.) Progynon-B-forte 
Differenz der Mittelwerte i in "Lo | | -36, 6 -50 | 
| Gruppe IIL. 
1 0,2 ca 7 440 | 440 163 1,43 1,43 | 0,24 | 0,24 durch 4 Tage tiglich 0,2 cem 
: — _ — — - | | Oleum ped. tauri 
1 0,2 ccm 419 | 404 272 0,99 0.92 | 0,15 | Lo, 165 durch 4 Tage tiiglich 0,2 eem 
n-B-fongye 421 | 417 | 178 0,85 J 7" | 0,18 (10000 B. E)) ) Progynon- -B- forte 
Ditfere nz der Mittelwerte in Te | -35,7 I-31 3. 
oF |  wahrscheinlich individuell bedingt, welcher Umstand selbstverstiind- 
shs- EF lich den Grad des erzielten Effekts beeinfluBt. Sind nun beide 
aul, — endokrinen Driisen, deren Hormon bei der C-Vitaminsenkung 
den — muitwirkt, entfernt, so mu der Effekt ausschlieBlich von der von 
Er- — auBen her eingefiihrten Hormonmenge abhiingen, und der Senkungs- 
bei fF grad, insofern der Ausgangswert des C-Vitaminbestandes dieser 
sen JF Organe der verschiedenen Tiere der einzelnen Gruppen ziemlich 
hte fF) gleichmaBig war, mit der verabreichten Hormonmenge in enger 
nen [F Beziehung stehen. 
hrt, & Aus den geschilderten Befunden kann also geschlossen werden, 
vine fF (aS das Follikelhormon im mannlichen Organismus seine 
sen fF en C-Vitaminbestand der untersuchten Organe senkende Wirkung 
nst- fF ‘irekt entfaltet, insofern sowohl nach Exstirpation der Keim- 
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driisen, als auch der Schilddriise bzw. gleichzeitig aller beider 
diese Wirkung fortbesteht. Die Beeinflussung der Hypophyse 
durch das Follikelhormon kann trotzdem noch immer zustande 
kommen. Aber eine direkte Auswirkung dieser Driise auf den 
C-Vitaminspiegel der Gewebe ist nicht nachzuweisen; eine Hypo- 
physenwirkung kann nur durch das gonadotrope Hormon iiber die 
Keimdriisen bzw. das thyreotrope Hormon iiber die Schilddriise 
hervorgerufen werden. 


Zusammenfassung. 


Durch das Follikelhormon kann in den Nebennieren und in 
der Leber von minnlichen Meerschweinchen eine Senkung des 
C-Vitaminspiegels sowohl nach Kastration als auch nach Thyreoid- 
ektomie bzw. nach gleichzeitiger Ausfiihrung aller beider vom 
selben AusmaBe wie bei normalen Tieren hervorgerufen werden. 


Die Arbeit wurde durch Unterstiitzung der ,,Széchényi‘- Wissenschatt- 
lichen Gesellschaft zur Férderung der ungarischen naturwissenschaftlichen 
Forschung“ erméglicht. 














Uber die oestrogenen Stoffe und den Cholesteringehalt 
im Serum trachtiger Stuten. 


Von 


0. Miihibock. 


(Aus dem Pharmaco-therapeutischen Laboratorium der Universitat Amsterdam.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Oktober 1937.) 


Durch die Entdeckung Zondeks?) iiber die unverhiltnis- 
maibig groBen Mengen an oestrogenen Hormonen, die im Harn 
schwangerer Stuten ausgeschieden werden, haben hormonale Unter- 
suchungen bei der schwangeren Stute weitgehendes Interesse ge- 
funden. Kine grofe Reihe von Untersuchern hat sich mit der 
Frage nach der Menge des im Urin ausgeschiedenen Hormons 
beschiiftigt. Es sei hier nur auf die Untersuchungen von Kober’) 
hingewiesen, der wohl tiber die gréSte Zahl von Analysen im 
Harn schwangerer Stuten verfiigt. Sehr sparlich sind dagegen 
Mitteilungen itiber den Gehalt an oestrogenen Stoffen im Blut 
von schwangeren Stuten. Es finden sich lediglich einige An- 
vaben. Zondek!?) fand bei direkter Injektion von Serum trich- 


tiger Stuten 500—4000 M.E. Cole und Hart?) hatten schon 1929 
die Anwesenheit einer vermehrten Menge von oestrogenen Stoffen 
im Serum trachtiger Stuten nachweisen kénnen. Da die Autoren 
sich jedoch in erster Linie mit dem gonadotropen Hormon be- 
schiltigten, haben sie sich mit der einfachen Feststellung der 
Anwesenheit oestrogener Stoffe begniigt. Catchpole und Cole’) 
geben In einer sp&teren Arbeit einen Wert von 3200 R.E. im 
Blutserum an bei einer Linge des Feten von 43 cm. Haussler) 
gibt fiir den 51. Tag der Trichtigkeit 500 LE. an. Diese wenigen 
Angaben lieben es wiinschenswert erscheinen, die im Blutserum 
vorkommenden Brunststoffmengen an einem gréSeren Material zu 
kontrolliieren. Um so mehr erschien eine Nachkontrolle not- 
wendig, weil die angewandten Verfahren zur Autarbeitung des 
Serums ebenso wie die Injektion des Serums selbst nur die frei 
im Serum vorkommenden Brunststoffe erfassen. Ks ist bekannt, 
da8 im Harn der schwangeren Stute das Brunsthormon fast aus- 
10* 
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schlieBlich in gebundener Form vorliegt. Untersuchungen, 0) 
auch im Serum der trachtigen Stute die oestrogenen Stoffe ge. 
bunden sind, liegen bisher noch nicht vor. Eine Klirung diegey 
Frage kann einen wertvollen Hinweis iiber die Rolle der Niere 
bei der Ausscheidung des Brunsthormons geben. 

Diese Untersuchungen erscheinen deshalb gerade im Blut. 
serum von trichtigen Stuten so geeignet, weil wir aus den Be. 
funden von Kober?) und von Glud und Mitarbeitern®) wissen, 
daB die Menge des ausgeschiedenen Brunsthormons im Laufe der 
Trichtigkeit charakteristischen Schwankungen unterliegt. In 
der ersten Hialfte der Schwangerschaft ist die ausgeschiedene 
Hormonmenge kaum vermehrt, im 5. und 6. Monat erfolgt ein 
ziemlich plétzlicher Anstieg, dem in den letzten zwei Schwanger- 
schaftsmonaten ein starkes Absinken der im Harn ausgeschie- 
denen Hormonmengen folgt. 

Gleichzeitig wurde der Cholesteringehalt im Blutserum der 
Stuten wihrend der Triachtigkeit verfolgt. Man kennt seit langem 
die bei der Frau wahrend der Schwangerschaft im Blute aui- 
tretende Hypercholesterinimie. Untersuchungen bei trachtigen 
Pferden liegen bisher noch nicht vor. Die enge chemische Ver- 
wandtschaft zwischen Cholesterin und den Brunsthormonen liibt 
auch im Organismus an einen méglichen Zusammenhang zwisclien 
dem Cholesterin und diesen Hormonen denken. 

Es muf betont werden, daB im Organismus im Sterinstoffwechsel 
oestrogen nicht wirksame, wenig wirksame und héchst wirksame Kérper 
entstehen. Bei der Messung der oestrogenen Wirksamkeit kann man daher 
iiber die Menge des fiir die Wirkung verantwortlichen Stoffes keine Aus 
sagen machen, bevor eine sichere chemische Identifizierung erfolgt ist. 
Eine bestimmte oestrogene Wirkung kann verursacht werden durch eine 
grobe Menge wenig wirksamer Stoffe oder durch eine kleine Menge hoch 
wirksamer Stoffe. 


Methodik. 


a) Brunsthormonbestimmung im Serum. Diese Bestimmungen 
erfolgten nach dem im Amsterdamer Laboratorium von Dingemanse’) 
ausgearbeiteten Verfahren. Das Serum wird mit der 10fachen Menge 
Wasser verdiinnt und mit soviel 25°/, iger HCl versetzt, daB eine 4°/,ige HCI: 
Konzentration entsteht. Die Extraktion erfolgt mit Benzol durch 6stii0- 
diges Kochen auf dem Wasserbad am RiickfluBkiihler. Nach dieser Zeit 
wird das Benzol erneuert und nochmals 6 Stunden gekocht. Die ver 
einigten Benzollésungen werden mit Wasser bis zur Siiurefreiheit gewaschen. 
dann iiber Na,SO, getrocknet und auf ein kleines Volumen eingeengt. Die 
Eichung erfolgt an kastrierten Miiusen. Die angegebenen Einheitsmenge” 
entsprechen den internationalen Einheiten. 
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b) Die Brunststoffbestimmung im Urin erfolgt nach der von 
Kober’) angegebenen kolorimetrischen Methode’*). 

c) Die Cholesterinbestimmungen im Serum erfolgten nach der 
iere JF nephelometrischen Methode von Miihlbock, Kaufmann und Wolff®). 
Bei dieser Methode wird das Cholesterin als Digitonid gefillt und so eine 
cetrennte Bestimmung des freien und des veresterten Cholesterins in kleinen 
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a4 | Blutmengen ermdglicht. 
30. 
sen, fe Eigene Untersuchungen. 
dr In Tab. I sind die erhaltenen Ergebnisse zusammengestellt. 
In J Die Werte fiir die oestrogenen Stoffe schwanken im aligemeinen 
lene : Tabelle I. 
ell a 
"Ar. ; — Cholesteringehalt 
ve} : oe ( ‘ . : 
hice (nn 
Schwanger- 7 
N r. schaft, , Gehalt : Gehalt Gesamt | as 
des im Serum | im Urin pro | lo 
4 Monat pro Liter mg 8 | verestert 
en in LE. pro Liter] 1000 cem | 
ul a nia 
as # St.Ang. ... a 10000 15 1,16 82 
of” B® odesgl «6... Vil 5000 59 0,91 75 
er- Be desgl ... Vill — 36 1,00 | 72 
abt BR Ava BI. . VI _ 41 “a - 
hen Me desglk .. Vil 5000 — 0,92 | 
fF desgl oo. VIII 5000 jet 124 | 80 
s 6odesglh .«. IX 25000 — 100 | 178 
hsel MR Berg ll... VI 5000 15 114 | 179 
rper  odesel 6... Vil 7500 — 100 | 18 
her MB «odesgh 6... Vill 5000 ~-- 0,95 |; 179 
us BP Psis ss. vil 10000 oie 0,84 | 81 
it. MB PSi4.... VII 5000 — 0,90 | 78 
pine MM PSI6. . Vil 2500 | — 104 | 80 
och Me PS16 ... . Vit 10000 -- 092 | 78 
P Nelly... VI ins oa 0,74 | 7 
me Vil 5000 8,5 0,73 | 76 
VIII 3000 7 0,76 | 74 
— eer IX 400 ~ cc lies 
3@') | Martina . . . Vil -- 16,5 0,83 73 
nge Me» oo... VIL 5.000 10 1,10 79 
cm oon IX 3000 | — 1,14 75 
iin ; 7) . = & x 400 ae caiah Siasd 
eit fWilkka. ... IX 10000 — 0,94 V7 
~~ ores x 10000 _ 0,99 | 1% 
en, : ” aa Te oe pei 400 \ = gers | ws 
Die Sls} 


) *) Herr Dr. Kober hat die Harnanalysen im wissenschaftlichen Labora- 
- | torium der N. V. Organon in Oss durchgefiihrt. Fiir die freundliche Uber- 
; lassung der Analysenzahlen sage ich Herrn Dr. Kober auch an dieser 
| Stelle meinen besten Dank. 
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zwischen 2500 und 10000 LE. pro Liter Serum im 6.—8. Monat 
der Trichtigkeit. Einmal wurde ein Wert von 25000 LE. pro 
Liter beobachtet. Sehr bemerkenswert sind drei Werte aus de, 
letzten Monaten der Schwangerschaft. Im Gegensatz zu dep 
anderen Befunden ist hier der Brunststoffgehalt sehr niedrig 
Dieser Befund stimmt gut tiberein mit den Untersuchungen de; 
Brunststoffgehaltes im Harn, der in den letzten 2 Monaten der 
Schwangerschaft im Vergleich zu den vorhergehenden Monaten 
sehr gering ist. 

Bei nicht-trichtigen Pferden fanden wir 125 LE. pro Liter 
Serum. Die Werte in der Trichtigkeit sind demnach sehr be. 
deutend erhoht. 

Die Abnahme des Gehaltes an oestrogenen Stoffen im Serum 
in den letzten beiden Trichtigkeitsmonaten geht parallel mit der 
sinkenden Ausscheidung der Brunststoffe im Urin. DaB zwischen 
der Héhe des Serumgehaltes und der Menge des im Urin aus. 
geschiedenen Stoffes keine strikte Parallelitit zu bestehen braucht, 
geht aus den Vergleichsbestimmungen bei der Stute St. Ang. 
hervor, wo z. B. einem Serumspiegel von 10000 E. eine Menge 
von 15 mg pro Liter Urin und einem Serumwert von 5000 E. 
ein Urinwert von 59 mg entspricht. 

Da in der Literatur iiber den Cholesteringehalt nicht: 
trichtiger Stuten nur sehr vereinzelte Bestimmungen vorlieget, 
haben wir bei 10 nicht-schwangeren Stuten gleichfalls den 
Cholesteringehalt im Serum bestimmt. Die Werte sind in Tab. Il 
zusammengestellt. 


Tabelle IL. 


Nicht-schwangere Stuten. 





XN Cholesterin in g pro 1000 ccm Serum 

r. See ae ees 
Gesamt Davon verestert 

«rer 0,88 | 70 

_ eee 0,72 79 

Ed a tea tla ikh, 0,67 | 75 

ee eee 0,86 79 

_ aa 0,65 80 

eae 1,08 85 

ee 0,64 15 

. eee 0,84 81 

Aes 0,76 79 

PS 12 0,64 82 
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Im Durchschnitt werden bei nicht-trachtigen Stuten 77 mg 
Gesamtcholesterin pro 100 ccm Serum gefunden. Der Mittelwert 
aus allen Cholesterinbestimmungen bei trachtigen Stuten betriagt 
dagegen 96 mg Gesamtcholesterin pro 100 ccm Serum. Der 
Cholesteringehalt im Serum bei trichtigen Stuten ist im 6. bis 
9, Schwangerschaftsmonat deutlich erhéht. Das Verhiltnis des 
freien zum veresterten Cholesterin ist bei trichtigen Stuten das 
gleiche wie bei nicht-schwangeren. Freies und verestertes Chole- 
sterin sind also in gleicher Weise in der Schwangerschaft ver- 
mehrt. Leider war es nicht méglich, die Cholesterinunter- 
suchungen auch auf die anderen Schwangerschaftsmonate aus- 
gudehnen. Ob der Cholesteringehalt im Serum parallel mit dem 
wechselnden Gehalt an Brunststoffen einhergeht, lat sich aus 
unseren Untersuchungen nicht sagen. 

Um die Frage zu entscheiden, ob der gesamte Brunststoff- 
gehalt des Blutes im Serum anwesend ist, haben wir in einigen 
Fallen neben der Bestimmung im Serum auch den Blutkuchen 
untersucht. 

Die erhaltenen Werte sind in der folgenden Tab. III zu- 
sammengestellt. 


Tabelle IIL. 


Brunststoffe in internationalen Einheiten. 























Im Serum Im Blutkuchen pro Liter 
pro Liter Blut berechnet 
id, Fema 5000 etwa 100 E. 
_ ree 10000 » 1005. 
J. _ eae 10000 1000 E. 
id i 60 E. 
i. See 10000 etwa 20E. 
PO REE 5% # 4 5 20 E. 


Drei von den vier untersuchten Blutkuchen wurden nach dem gleichen 
Verfahren wie beim Serum aufgearbeitet. Der Blutkuchen wird mit einer 
geniigenden Menge 10°/,iger Salzsiiure versetzt und mit Benzol durch 
Kochen auf dem Wasserbade extrahiert. Der Blutkuchen von PS 13 wurde 
in folgender Weise behandelt: Der Blutkuchen wird mit 3mal gewechseltem 
Alkohol und 1mal mit Aceton je 3 Stunden auf der Schiittelmaschine ge- 
schiittelt. Die Alkohol-Acetonlésung wird zur Trockne gedampft, der 
wiBrige Riickstand wird mit Benzol durch Kochen auf dem Wasserbade 
extrahiert, zuerst ohne Zusatz von Salzsiiure (PS 13 I), dann mit Zusatz von 
Salzsiiure (PS 18 III). Der in Alkohol und Aceton unlésliche Riickstand 
wird ebenfalls mit 10°/,iger Salzsiiure versetzt und mit Benzol extrahiert 
(PS 138 ID. 
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Aus den Werten der Tab. III ergibt sich, daB sich prak- 
tisch der gesamte Brunststoff im Serum befindet. 

Hiussler ) hat kiirzlich berichtet, daB im Blutserum yon 
Pferden ein Teil des Brunststoffes in einer in Alkohol und Aceton 
nicht léslichen Form vorkommt. An einer Serumprobe haben 


wir diese Angaben nachgepriift. 

500 cem Serum einer trichtigen Stute (PS 13) wird in 5 Liter Aceton 
ausgegossen. Der Niederschlag wird abzentrifugiert und nochmals mit 
Aceton nachgewaschen. Ks hinterbleibt ein Trockenrest von 40,5 g. 

a) 0,4 g¢ dieses Trockenpulvers werden in 6 cem Wasser geldst. Je 
3mal 0,2 cem dieser Lésung werden drei kastrierten Miusen injiziert. 
Keine oestrogene Reaktion. 

b) 0,8 g des Trockenpulvers werden in 8 ccm Wasser gelést. Je 3mal 
0,3 cem der etwas gelatinésen Lésung injiziert, keine oestrogene Wirkung. 
Dieser Ausfall zeigt, da8 in dem Trockenpulver, auf 1 Liter Serum be- 
rechnet, weniger als 100 E. enthalten sind, wihrend im Acetonextrakt des 
Serums 10000 E/L gefunden werden. 

c) Um den Brunststoff aus einer etwa vorhandenen Bindung zu be- 
freien, wurden 5g des Trockenpulvers mit 40 ccm Wasser und 10 cem 
25°/,iger HCl versetzt und mit Benzol 2 mal 6 Stunden auf dem Wasser. 
bad gekocht. Die Eichung der Benzolliésung ergab ebenfalls weniger als 
100 E. Brunststoff auf 1 Liter Serum berechnet. 

Auf Grund dieses Befundes kénnen wir die Angaben von 
Haussler iber das Vorkommen eines in Aceton unléslichen 
Brunststoffes im Serum trachtiger Stuten nicht bestatigen. 

Ks ist seit einigen Jahren durch die Untersuchungen Zon- 
deks bekannt, daB im Urin schwangerer Stuten die oestrogenen 
Stoffe zum gréBten Teil in gebundener und nicht lipoidléslicher 
Form ausgeschieden werden. Es ist wahrscheinlich, dab die 
oestrogenen Stoffe an Schwefelsiiure gebunden sind [Schachter 
und Marrian?)|, Ob die oestrogenen Stoffe auch im Blut zum 
Teil in dieser gebundenen Form kreisen, ist noch nicht unter- 
sucht. Die Klarung dieser Frage ist zur Feststellung des 
Hormongehaltes im Serum besonders wichtig, da die gebundenen 
Hormone bei kastrierten Méusen sehr viel weniger wirksam sind 
als die freien Hormone. Es wurden folgende Versuche durch- 


gefiihrt: 

Versuch I. Serum von vier verschiedenen schwangeren Stuten wird 
vereinigt (St 0), insgesamt 3800 ccm Serum. Diese Serummenge wird mit 
12 Liter 96°/,igem Alkohol versetzt und iiber Nacht in der Schiittelmaschine 
geschiittelt. Nach dem Abfiltrieren wird der Niederschlag noch einmal mit 
Alkohol nachgewaschen. Die Alkohollésungen werden vereinigt und der 
Alkohol wird abdestilliert. 

Die wifrige Riickstandslésung wird ohne jede weitere Behandlung 
mit Benzol ausgeschiittelt (Lésung St 01). Die zuriickbleibende wibBrige 
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- Losung wird dann nochmals unter Erwirmen 2mal 6 Stunden lang mit 
> Benzol extrahiert (Losung St 02). Nach dieser Extraktion wird die wi iB- 


rige Lisung mit soviel Salzsiiure versetzt, daB eine etwa 4°/,ige Siiure- 
jisung entsteht. Wieder Extraktion mit Benzol auf dem Wasserbade 2 mal 
¢ Stunden lang (Lésung St 03). Zur Kontrolle auf Vollstindigkeit der 
Extraktion wird zur zuriickbleibenden Lésung nochmals die doppelte 


Menge Salzsiiure hinzugefiigt und wieder mit Benzol extrahiert (Lésung St 04). 
Die Eichungen auf oestrogenes Hormon ergaben, berechnet auf die in 
Arbeit genommene Serummenge, folgendes: 


St 01: 
. O2% 
, 03: 
, 04: 


Direkte Benzolextraktion ohne Erwiirmung etwa . . . 1000 LE., 
mit ™ a ae ae 
Benzolextraktion nach saurer Hydrolyse aaa soe 
‘ , verstirkter Hydrolyse , . . . 100 ,, 


Total 6300 LE. 


Von der Gesamtmenge von 6300 I.E. oestrogener Stotie sind 
im Serum direkt nachweisbar 1200 LE, d.h. 19°/,. 80°/, der 
oestrogenen Stoffe im Serum sind erst nach saurer Hydrolyse 
nachweisbar. 

Versuch II. Serum St. Kok: Drei verschiedene Proben des 
gleichen Serums der trichtigen Stute wurden untersucht. 


pro L. Serum 


St. Kok C: Benzolextraktion nach saurer Hydrolyse etwa . . 1500 LE., 


Bb: 1. Direkte Benzolextraktion des verdiinnten Serums < 1000 
2. Nachheriger Siiurezusatz und Benzolextraktion . 1000 

A: Ausfillung des Serums mit Aceton. Eichung der 
DE nk a eee whe ee eh 6 


Aus diesen Versuchen geht eindeutig hervor, daB auch im 


Serum 


oriBten 
' extrahierbaren Form befinden. Ob es sich um die gleiche Bin- 
dungsform handelt, wie im Urin, laBt sich noch nicht entscheiden. 
| Kine mégliche Bindung an das Serumeiwei8 ist wohl auszu- 
 schlieBen, da bei unseren Versuchen die EKiweibkérper vor der 
_ Untersuchung ausgefillt wurden. 


trichtiger Stuten sich die oestrogenen Hormone zum 
Teil in einer nicht mit organischen Lésungsmitteln direkt 


Ks erscheint wichtig, daB dieser bemerkenswerte Befund auch 


| beim Menschen enckgousttt wird, da, wie sich aus der Lite- 


ratur ergibt, alle diesbeziiglichen Untersuchungen ohne Beriick- 


I. 
| Schaftsmonat etwa 2500—10000 I.E. oestrogene Stoffe. In den 
| letzten 


' sichtigung dieser Tatsache durchgefiihrt worden sind. 


Zusammenfassung. 
Im Blut trichtiger Stuten finden sich im 6.—9. Schwanger- 


2 Monaten der Trichtigkeit sinkt der Hormonspiegel im 
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Serum stark ab. Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mi 
der Abnahme der Brunststoffausscheidung im Urin. 
2. Die oestrogenen Stoffe finden sich ausschlieBlich jy 


Serum. 

3. Die oestrogenen Stoffe kreisen im Serum der trichtigey 
Stute zum gréBten Teile in einer in organischen Lésungsmittely 
ualéslichen Form. Es erscheint wichtig, zu priifen, ob das 
gleiche auch fiir das menschliche Serum gilt. 

4, Der Cholesteringehalt des Serums triachtiger Stuten ist 
gegeniiber dem nichttrichtiger Stuten erhéht. An dieser Er. 
héhung sind sowohl das freie wie das veresterte Cholesterin in 
gleichem MaBe beteiligt. 
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Uber die Carotinoide von Haematococcus pluvialis. I. 
(Carotinoide der Sii8wasseralgen, III. Teil). 


Von 
Josef Tischer. 


(Aus den Instituten fiir allgemeine Chemie und fiir Pflanzenernahrung der Landw. Abt. der 
Prager Deutschen Technischen Hochschule in Tetschen-Liebwerd.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Oktober 1937.) 


1895 fand W. Zopf!) in einem aufgelassenen Springbrunnen- 
Bassin zu Oberthal (Wirttemberg) auBergewoéhnlich groBe Mengen 
(1 kg Frischgewicht) der roten Dauersporen des in Regenwasser 
hiufig auftretenden Haematococcus pluvialis, einer zu den Chla- 
mydomonaden gehérigen einzelligen Griinalge. Er verglich den 
tiefroten alkoholischen Auszug aus dieser Alge mit einem solchen 
aus Trentepohlia iolithus, einer gleichfalls rot gefirbten Landalge 
und stellte eine deutliche Verschiedenheit der in den beiden Algen 
enthaltenen Farbstoffe fest. Er erklarte daher das ,,Himatochrom“, 
eine auf F. Cohn?) zuriickgehende Bezeichnung beider Algen- 
pigmente als einen Sammelbegriff. Die gleiche Benennung 
,Himatochrom“ wurde spiter auch auf die roten Farbstoffe anderer 
Algen einschlieBlich Euglena sanguinea ausgedehnt. Betreffs der 
gesamten Himatochromliteratur sei auf K. Boresch*) verwiesen. 
1936 konnte Verfasser 4) die Hauptkomponente des ,, Hamatochroms“ 
einer roten Euglene als ein Gemisch zweier Ester des Carotinoid- 
ketons Kuglenarhodon identifizieren und die Verschiedenheit des 
Trentepohlia-,,Hamatochroms“ dartun, das sich im wesentlichen 
als ein Gemisch von a@- und f-Carotin herausstellte. 

Die Hauptkomponente des Haematococcus-Pigmentes hat Zopf 
als ziegelrotes Natriumsalz erhalten und ,,rotes Carotin“ genannt. 
Er schied es durch Uberschichten des verseiften, durch Wasser 
verdiinnten Alkoholauszuges mit Petrolither an der Grenzschicht 
beider Lésungsmittel ab, machte den Farbstoff aus seiner Natrium- 


') Zbl. Biol. 15, 417 (1895). 

*) Nova acta Leop. 22, Teil 2, Breslau 1850. 

*) Handb. d. Pflanzenanalyse 3, 1398 ff. (1932). 

‘) J. Tischer, Diese Z. 239, 257 (1936) und 243, 103 (1936). 
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verbindung durch verdiinnte Schwefelsiure frei und untersuchite 
iitherische und alkoholische Lésungen auf ihr Absorptionsspektrun, 
Dabei beobachtete er ein einziges Absorptionsband mit dem 
Maximum etwa bei der Linie F. Krystallisiert hat er den Farhstoff 
nicht erhalten. Schon die von Zopf beschriebenen und _ spiiter 
von Mevius®) bestiitigten Eigenschaften der alkoholischen und 
itherischen Lésungen und ihre Verinderungen bei der Verseifung 
lieBen auf eine nahe Verwandtschaft des ,,Hiimatochroms“ aus 
Haematococcus pluvialis mit dem von mir®) aus Euglena helio. 
rubescens gewonnenen Euglenarhodon schlieBen und die chemische 
Untersuchung ergab eine vollige Identitiit des farbenden Haupt- 
bestandteiles dieser beiden Organismen. Auch in Haemato. 
coccus pluvialis kommt das Euglenarhodon in Form yon 
Estern vor, die unter dem Begriff ,,Haimatochrom* 
zusammengefaBt werden kénnten. AuBerdem wurde in 
den Dauersporen von Haematococcus pluvialis £-Carotin, 
als neues epiphasisches Carotinoid Himatoxanthin und 
an Xanthophyllen Lutein und Zeaxanthin festgestellt. 

Wiahrend die Materialbeschaffung im F alle der schwer kultivier- 
baren roten Euglenen von dem zufilligen Auftreten einer ,,Wasser- 
bliite* in der Natur abhingt, bietet sie bei Haematococcus insofern 
keine groBen Schwierigkeiten, als sich diese Alge leicht in Rein- 
kultur ziichten laBt. Da auch ihr Gehalt an Euglenarhodon ver- 
hiltnismaBig hoch ist, eignet sie sich zur Gewinnung des Euglena- 
rhodons fiir weitere Studien. 

Eine gréBere Reinkultur von Haematococcus pluvialis mit 
etwa */, g ‘Trockensubstanz stellte mir entgegenkommenderweise 
Herr Dr. F. Moewus, Berlin, zur Verfiigung, wofiir ich ihm 
meinen verbindlichsten Dank ausspreche. Diese Kultur wurde in 
dem gegen Nordosten gekehrten Glaserker des Institutes fiir 
Pflanzenernahrung weiter vermehrt’). 

Fiir die hier beschriebene Untersuchung wurden etwa 
6 ¢ Trockensubstanz der roten Aplanosporen von Haematococcus 
pluvialis verwendet. Die roten Dauersporen sind von einer dicken 
Zellmembran umhillt und geben ihre Farbstofie nur langsam 
und nach wiederholtem Verreiben mit Seesand an Aceton ab. 
Das Zerreiben der Zellen und die anschlieBende Auslaugung der 


5) Ber. dtsch. Bot. Ges. 41, 237 (1923). 

6) J. Tischer, Diese Z. 239, 257 (1936). 

”) Beim Ansetzen der Kulturen waren mir die Herren Ing. Kirschner; 
Aussig und insbesondere cand. ing. Eger, Tetschen-Liebwerd, behilflich. 
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Farbstoffe wurde bis zur Erschépfung des Materials fortgesetzt. 
Aus dem Acetonextrakt lieBen sich die Pigmente leicht in Benzin 
((0—80°) iiberfiihren. 

Die Benzin-Lésung der Haematococcus-Farbstoffe verhielt 
sich bei Verteilungs- und Verseifungs-Versuchen in ganz gleicher 
' Weise wie die der Euglenenfarbstoffe, so daB hinsichtlich dieser 
Kigenschaften auf die zitierte Abhandlung [*) 8S. 258f.] verwiesen 
werden kann. Auf Grund dieser Vorversuche liegt das rote Pigment 
auch im Haematococcus pluvialis in veresterter Form vor. Kin 
' Adsorptionsversuch der Farbstoffe des Benzinauszuges an Alu- 
* miniumoxyd ergab nach Entwicklung des Chromatogramms mit 
| Ather zwei Zonen. Die Farbstoffe lieBen sich aber aus diesem 
© Adsorbens mit den iiblichen Elutionsmitteln nur sehr schwer und 
' unvollkommen herauslésen. Geeigneter als Aluminiumoxyd erwies 
F sich fiir die Trennung der nativen Farbstoffe Calciumcarbonat 
© als Adsorptionsmittel, weil man damit ein zonenreicheres Chromato- 
' gramm erhilt und die adsorbierten Farbstoffe sich mit alkohol- 
 haltigem Benzin gut eluieren lassen. Kin Adsorptionsversuch 
' ergab, daB an Calciumcarbonat zu oberst noch geringe Mengen 
Chlorophyll haften blieben. Dann folgte eine bordeauxrote Haupt- 
zone, darunter ein schmaler ziegelroter Ring und schlieBlich ein 
nur wenig Farbstoff enthaltender rotvioletter Bezirk. In das 
| Filtrat ging Carotin. Wihrend die unterste Zone bei der Ent- 
wicklung des Chromatogramms mit Benzin tiefer wanderte, blieben 
| die Pigmente der beiden dariiber befindlichen Zonen sehr fest 
' haften. Alle drei adsorbierten Carotinoide erwiesen sich als Ester 
und lieBen im Spektroskop nur ein einziges breites Band er- 
kennen. Ihr Absorptionsbezirk erstreckte sich in Benzin (70—80°) 
iiber den Bereich von etwa 450—530 yu, Maximum: etwa 484 up, 
in Schwefelkohlenstoff von 470—564 uu, Maximum: etwa 515 uu. 
Bei der Verteilung zwischen 90°/,igem Methanol und Benzin 
‘U—80°) verhielten sie sich rein epiphasisch. Hingegen nahm 
40°/,iges Methanol ein wenig Farbstoff aus der Benzinphase auf, 
der beim Schiittein mit frischem Benzin oder auch nach dem 
Verdiinnen des Methanols mit Wasser in die Benzinschicht zuriick- 
kehrte. Hinsichtlich der Verseifungsgeschwindigkeit unterschied 
sich der zu unterst adsorbierte und nur in sehr geringer Menge 
_ vorhandene Ester deutlich von den beiden anderen. Methyl- 
| alkoholische Kalilauge wirkte auf ihn nur sehr langsam ein, erst 
» tach wiederholtem Durchschiitteln nahm die alkoholisch-alkalische 
» Schicht den Farbstoff auf. Dagegen verlief die Verseifung der 
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beiden anderen Ester auBerordentlich rasch. Die weitere Unter. 
suchung der Ester, fiir die das bisher gewonnene Material nicht 
ausreichte, soll spiter mit gréBeren Mengen durchgefiihrt werden, 

Zur Untersuchung der Carotinoide im freien Zustand wurde 
die Gesamtmenge der in Benzin gelisten Farbstoffe mit methyl. 
alkoholischer Kalilauge verseift. Dabei hellte sich die Benzip. 
schicht unter Annahme einer hellorangegelben Fiirbung weitgehend 
auf. Sie wurde durch eine mit Calciumhydroxyd gefillte Réhre 
filtriert und ergab nach Entwicklung des Chromatogramms mit 
Ather zwei Zonen. Der Farbstoff der unteren orangefarbenen 
Zone erwies sich als #-Carotin. «-Carotin war auch in Spuren 
nicht vorhanden. 

Die obere rotgefarbte Zone lieB sich mit alkoholhaltigen 
Benzin gut eluieren und lieferte in sehr kleiner Menge ein neues 
Carotinoid, das die Bezeichnung Himatoxanthin fihren soll, 
Es schied sich im Kihlschrank aus der eingeengten Benzinlisung 
in braunvioletten Blattchen aus, die noch mit farblosen Begleit- 
stoffen verunreinigt waren. Schmelzpunkt des Rohproduktes: 205° 
Im Spektroskop zeigt Himatoxanthin in verschiedenen Lisungs- 
mitteln ein einziges breites Band mit einem Maximum (Kupfer- 
oxydammoniakfilter): 











Lésungemittel Absorptionsbezirk Maximum 
| | ue | le 
Schwefelkohlenstoff . . soo 463— 563 513 
Benzin (Siedep. 70—80°). . . . 450—515 478 
a 445—515 480 


Im Vergleich zu den bisher beschriebenen epiphasisch wat- 
dernden, einbandigen Carotinoiden besitzt es das langwelligste 
Absorptionsmaximum. Bei einem Verteilungsversuch zwischet 
90°/,igem Methanol und Benzin (70—80°) verhalt sich Himate- 
xanthin rein epiphasisch, an 95°/,iges Methanol gibt die Benzin- 
lésung einen geringen Anteil des Carotinoids ab. Weil in nu 
sehr geringer Menge vorhanden, konnte dieses neue Carotinoil 
bisher noch nicht rein erhalten werden. 

Aus der bei der Verseifung erhaltenen alkoholisch-alkalischen 
Unterschicht konnten nach starkem Verdiinnen mit Wasser durcl 
Ausschiitteln mit Benzin in kleiner Menge Xanthophylle isolier! 
werden, die bei der Verteilung zwischen Benzin (70—80°) und 
90°/,igem Methanol von der Alkoholphase aufgenommen wurde. 
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nter- J Nach Uberfithrung in Benzin konnten sie durch Adsorption an 
ticht [ Aluminiumoxyd in Lutein und Zeaxanthin getrennt werden, 
‘den, [EF [utein wurde in sehr geringer Menge krystallisiert erhalten. 
urde [ Zeaxanthin war nur in Spuren vorhanden und lief sich deshalb 
thyl. He nur spektroskopisch nachweisen. 


eS Sasa ME 
RSD 


zin- Das Euglenarhodon, das die Hauptmenge der Haemato- 
hend [fF coccus-Pigmente bildet, befand sich nach der Verseifung ebenfalls 


Ghre JR in der alkoholisch-alkalischen Schicht, aus der es nach Neutrali- 
mit J sation zur Giinze an Chloroform abgegeben wurde. Nach dem 
enen J Abdestillieren des Chloroforms im Vakuum verblieb ein blau- 
uren J schwarzer krystalliner Riickstand, der mit warmem Methanol ge- 

' waschen wurde. Ausbeute des Rohproduktes: 125 mg. Die weitere 
gem 4 Reinigung geschah durch abwechselndes Auskochen mit Benzin 


eues [% 30—50°) und Methylalkohol sowie durch Umkrystallisieren aus 
soll, i Pyridin—Methanol bzw. Pyridin—Wasser. Die Ausbeute an analysen- 
sung J reinem Euglenarhodon betrug 45 mg. Das reine Produkt zeigte 
leit- J in allen Eigenschaften volle Ubereinstimmung mit dem aus 
(05°. J Euglena heliorubescens friither dargestellten Euglenarhodon, es 
ngs- # krystallisiert in den gleichen Wetzsteinformen mit bauchigen 
fer- J Ausweitungen in der Mitte. Sein Spektrum in Pyridin weist ein 
'breites Band (etwa 480—535 uu) mit dem Maximum bei etwa 
— ® 505 wy auf. Schmelzpunkt und Mischungsschmelzpunkt erwiesen 
sich als identisch und lagen bei 227° (korr.). Kin Misch- 
chromatogramm ergab sowohl an Aluminiumoxyd als auch an 
_ Calciumhydroxyd nur eine. einzige einheitliche Zone. 

|  Fette scheinen im Acetonextrakt von Haematococcus pluvialis 
_ zum Unterschied von dem aus Euglena heliorubescens nicht oder 
/ uur in unbedeutender Menge vorhanden zu sein. 


gst Experimenteller Teil. 

shen ; Fiir die Kultar von Haematococcus pluvialis wurden auf Grund 
ato- | einer Priyatmitteilung des Herrn Dr. Moewus Nihrlésungen verwendet, die 
zin- # auf 4 Liter destilliertes Wasser je eine Kolkwitz-Tablette enthielten 
nur fe (bezogen von der Firma P. Altmann, Berlin). Dazu fiigten wir 200 ccm 
noid ae Erdabkochung, die durch Auskochen von humésem Boden mit destilliertem 


: Wasser im Autoklaven hergestellt wurde. Fiir die ersten Kulturen stellte 
' mir Herr Dr. Moewus 200 cem seiner Berliner Erdabkochung freundlichst 


shen q zur Verfiigung. Das fiir die Reinkulturen verwendete destillierte Wasser 
irch wurde zunichst zwecks Entfernung allfillig schidlicher Kupferspuren 
liert Me Wiederholt mit Tierkohle aufgeschiittelt und filtriert. Mit der fertigen Nahr- 


, fm losung fiillten wir eine Reihe von Erlenmeyerkélbchen von 100—300 ccm 
| Inhalt etwa zu 3/, an. Zwecks Abtétung resistenter Bodenbakterien wurden 
(len. / Gese sodann im Dampfsterilisator an zwei aufeinanderfolgenden Tagen 
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fraktioniert sterilisiert und nach dem Erkalten die Impfung mit dey | 


Haematococcus-Dauersporen vorgenommen. In den beimpften Kélbchep, ve 
die in den Fenstern des an der NO-Seite gelegenen Balkons des Institutes “ u 
fiir Pflanzenernihrung aufgestellt wurden, trat nach wenigen Tagen eine # 

lebhafte Vermehrung ein. Nach etwa 4 Wochen begann die Bildung de rd 
roten Aplanosporen. Die Kulturen gedeihen nach Angabe von Dr. Moewus wi ‘ 
und nach unseren eigenen Erfahrungen am besten in kleinen Erlenmeyer. it 
kélbchen aus Schottglas. In gréBeren Gefiiben verzégert sich das Auftreten «9: 
der roten Dauersporen und die Ausbeute ist im Verhiltnis zur Menge der sine 
angewendeten Nihrlésung wesentlich geringer. alg 


Extraktion der Algen. Die tiefrot gefiirbten Aplanosporen wurden Car 
zuniichst durch Absaugen von der Nihrlésung getrennt und die etwa a Be 
6 g ‘Trockensubstanz entsprechende Algenmasse unter Zusatz von <Aceton sach 
mit der 10fachen Gewichtsmenge feinstem Seesand verrieben. Die braunrot — 
gefirbte acetonige Liésung wurde abgesaugt und die Algensubstanz wit 


frischem Aceton solange nachgewaschen, bis dieses keinen Farbstofi mehr wage 
aufnahm. Nun wurde die Algensubstanz neuerlich mit Seesand verrieben — 
und diese Zerkleinerung sowie das Extrahieren mit Aceton solange fort- Denes 
gesetzt, bis die ausgelaugte Masse eine graue Farbe angenommen hatte. lauge 
Aus der acetonigen Lésung wurden die Farbstoffe durch viel Wasser in gesch 
Benzin (70—80°) getrieben und die tief rotbraune Benzinlésung durch oft- em 
maliges Waschen vollig vom Aceton befreit. Die Lésung enthielt nur sehr me 
wenig Chlorophyll, weil die Hauptmenge dieses in den roten Dauersporen diinn 
von Haematococeus an sich in nur geringer Menge vorhandenen Farbstoties @ a | 


zum GroBteil noch vom wiBrigen Aceton zuriickgehalten wurde. einge 
Die Verseifung der Farbstoffe der Benzinlésung erfolgte bef.) 
Zimmertemperatur durch etwa 3 Stunden mit gesittigter methylalkoholischer 


Kalilauge unter wiederholtem Durchschiitteln. Dabei suchte die Hauptmenge ver 
der Farbstoffe die Unterschicht auf und die Benzinphase hellte sich weit- ilige 
gehend auf. Nach Zusatz von wenig Wasser wurde diese abgetrennt und sich 
mit 90°/,igem Methanol durchgeschiittelt, wobei sich die Alkoholschic *ht nur aie 


schwach anfirbte. Die Benzinschicht wurde sodann mit Wasser bis zur in Be 


neutralen Reaktion des Waschwassers ausgewaschen, mit Natriumsulfat Beim 
getrocknet und unter vermindertem Druck im N-Strom auf ein kleines sate 
Volumen eingeengt. : 

Bei der darauffolgenden Adsorption an Calciumhydroxyd und Ent: “_— 


wicklung des Chromatogramms mit peroxydfreiem Ather entstanden zwei “ae 
Zonen. Die obere rot gefiirbte enthielt das neue Carotinoid Hamatoxanthiy, 







in § 
die untere orangefarbene -Carotin. Das Hiimatoxanthin wurde mit alkohol: P 
haltigem Benzin eluiert, die Lésung alkoholfrei gewaschen und getrocknet. Abtre 
Durch Wiederholung der Adsorption an Kalk konnten noch geringe Menge) Bia. .o 


gefirbter Beimengungen abgetrennt werden. Das schlieBliche Benzineluat worn 
wurde im Vakuum stark eingeengt und schied im Kiihlschrank eine geringé Chlor 
Menge des in braunyioletten Blittchen krystallisierenden Farbstoffes aus. dicees 
Unter dem Mikroskop erschienen die Krystalle im durchfallenden Licht vefiir] 
gelbbraun, an Kreuzungsstellen rot. Schmelzpunkt des noch nicht voll: Eugle 
kommen reinen Produktes: 205°. Absorptionsspektra in verschiedenet petro 
Lésungsmitteln und Verhalten bei der Verteilung vgl. S. 150. Eine weitere Mp, | 
Reinigung konnte wegen der sehr kleinen Ausbeute nicht vorgenomme) @,,,,, 
werden. An Aluminiumoxyd wird das Carotinoid aus Benzinlésung mt wurde 
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violettroter Farbe adsorbiert, beim Nachwaschen mit Ather firbt sich die 
Zone orange und nimmt beim neuerlichen Nachsaugen von Benzin wieder 
die urspriingliche Farbe an. 

Das orangegelbe Pigment der unteren Zone des Kalkchromatogramms 

wurde ebenfalls mit alkoholhaltigem Benzin eluiert. Beim Verteilungs- 
versuch mit 95°/,igem Methanol verhielt es sich rein epiphasisch. Nach 
dem Verdampfen des Lésungsmittels im Vakuum verblieb ein sehr geringer 
jliger Riickstand. Nach einer zweiten Adsorption an Calciumhydroxyd 
wurde der oberste und unterste Teil des adsorbierten Farbstoffes getrennt 
auf sein Spektrum untersucht. In beiden Elutionen wurde das gleiche 
j-Carotinspektrum festgestellt. In Schwefelkohlenstoff: 520, 484, 452 uu, 
in Benzin (70—80°): 485, 452, 424 uu. Das Benzineluat dieser Zone enthielt 
auch nach wiederholter Adsorption viel farblose Begleitstoffe und wurde 
in Anbetracht der geringen vorhandenen Farbstoffmenge nicht weiter 
ereinigt. 
. Zur Isolierung der Xanthophylle wurde die alkoholische Seifen- 
lisung mit Wasser auf mehr als das doppelte Volumen verdiinnt und mit 
Benzin (30—50°) ausgeschiittelt. Die Benzinlésung der Xanthophylle wurde 
laugefrei gewaschen und einige Male mit 90°/,igem Methanol durch- 
geschiittelt. Dabei wanderte die Hauptmenge der Farbstoffe in die Alkohol- 
phase. Die vereinigten Methanolschichten wurden einmal mit wenig Benzin 
durchgeschiittelt und der Farbstoff der Unterschicht durch starkes Ver- 
diinnen mit Wasser in frisches Benzin (50—70°) getrieben. Nach Waschung 
und Trocknung wurde die Lésung unter vermindertem Druck (N-Strom) 
eingeengt. Bei der folgenden Adsorption an Aluminiumoxyd und Ent- 
wicklung des Chromatogramms mit frisch iiber Natrium destilliertem Ather 
entstanden im wesentlichen 2 Zonen. Das Eluat der oberen gelben Zone 
wurde nach der iiblichen Vorbehandlung im Vakuum eingedampft und der 
jlige Riickstand mit wenig Methanol aufgenommen. Im Kiihlschrank schied 
sich eine geringe Menge Lutein in metallisch glinzenden flachen Prismen 
aus. Schmelzpunkt nach wiederholtem Umkrystallisieren: 193°. Spektrum 
in Benzin (70—80°): 478, 447,5 uu, in Schwefelkohlenstoff: 508, 476 uu. 
Beim Verdampfen auf Filtrierpapier hinterlieB die Schwefelkohlenstoff- 
lisung einen rein gelben Fleck. 

Das Carotinoid der unteren lachsfarbenen Zone zeigte ein etwas ver- 
schwommenes Zeaxanthinspektrum. [In Benzin (70—80°): 485, 452 uu.] 
Es verhielt sich bei der Verteilung rein hypophasisch und konnte, weil nur 
in Spuren vorhanden, nicht weiter untersucht werden. 

Isolierung und Reindarstellung des Euglenarhodons. Die nach 
Abtrennung der Xanthophylle verbliebene, verdiinnte alkoholisch-alkalische 
Seifenlésung wurde mit Chloroform versetzt und mit Essigsiure vorsichtig 
heutralisiert. Mit dem LEintritt der neutralen Reaktion firbte sich die 
Chloroformschicht tief weinrot an. Nach wiederholtem Ausschiitteln mit 
diesem Lésungsmittel war die alkoholische, neutrale Lésung schwach griin 
gefiirbt (Chlorophylline). Die weinrote Chloroformlésung, die das gesamte 
Euglenarhodon enthielt, wurde alkoholfrei gewaschen, mit Natriumsulfat 
getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum bei 50° (N-Strom) abdestilliert. 


Der schwarzviolette, feste Riickstand wurde mit heiSem Methanol auf- 


geuommen. Die Hauptmenge des Euglenarhodons blieb darin ungelést, 


(wurde abfiltriert, wiederholt mit Methanol ausgewaschen und im Vakuum 
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getrocknet. Ausbeute an Rohprodukt: 125 mg. Das Roh-Euglenarhodoy 
wurde nun abwechselnd 3mal mit Benzin (30—50°) und Methanol ausgekocht 
und anschlieBend aus Pyridin—-Methanol umkrystallisiert. Dabei schieden gic, 
53 mg Krystalle aus, die Dichroismus zeigten, sich in Pyridin mit blut. 
roter Farbe lésten und im Spektroskop ein einziges breites Band mit dey, 
Maximum bei 505 wu aufwiesen. Die Krystalle wurden wiederum mit Benziy 
und Methanol ausgekocht, in heiBem Pyridin gelést und durch Zutropfen 
von heiSem Wasser ausgeschieden. Nach 4 maliger Wiederholung diese: 
Reinigungsprozesse verblieben noch 45 mg blauschwarze, wetzsteinfirmige 
Krystillchen mit bauchigen Ausweitungen vom konstanten Schmelzp.227° (korr), 
Mischungsschmelzpunkt mit Euglenarhodon aus Euglena _heliorubescens: 
227° (korr.). EKinen weiteren Identitiitsbeweis bildete das Mischchromato. 
gramm. Eine Mischung der aus den beiden Algen gewonnenen Carotinoide 
wurde in Chloroform gelést und an Aluminiumoxyd adsorbiert, wobei sic 
nur eine einzige, oben festhaftende bordeauxrote Zone bildete, die sich auch 
bei lange anhaltendem Nachwaschen mit Ather nicht auseinanderzieher 
lieB. Mit alkoholischer Kalilauge war daraus die Hauptmenge des Far) 
stoftes eluierbar. An Calciumhydroxyd wurde das Euglenarhodongemisc) 
mit orangeroter Farbe ebenfalls in der obersten Schicht festgehalten und 
lieB sich nicht tiefer waschen. Siimtliche in der ersten Abhandlung [°), S. 267 
beschriebenen Reaktionen auf Euglenarhodon stimmten mit dem aus 
Haematococcus isolierten Pigment iiberein. 

Fiir die Mikroelementaranalyse, die Herr Prof. Dr. M. Boetius, Dresden, 
ausfiihrte, wurde die Substanz lingere Zeit bei 15 mm _ iiber Phosphor 
pentoxyd getrocknet. 

3,030 mg Subst.: 8,995 mg CO,, 2,230 mg H,O. 

CupH,0, Ber. C 81,03 H 8,16 Gef. C 80,96 H 8,24, 


Die Farbstoffe der vereinigten Mutterlaugen und Methanolauskochungen 
wurden in ein Gemisch von Benzin (30—50°) und peroxydfreiem Ather 
iibergefiihrt, die Lésung gut ausgewaschen und nach Trocknung die Farb- 
stotfe an Aluminiumoxyd adsorbiert. Im oberen Teil des Chromatogramms 
wurde noch Euglenarhodon mit bordeauxroter Farbe festgehalten. Dieses 
wurde mit alkoholischer Kalilauge eluiert und lieferte noch eine kleine 
Menge krystallisiertes Produkt. Die weiter unten entstandenen Zonen 
waren undeutlich ausgebildet. Die Farbstoffe wurden deshalb mit Ather 
in das Filtrat tibergefiihrt, das Lésungsmittel abdestilliert, mit Benzin (70—80') 
aufgenommen und die Carotinoide neuerlich an Aluminiumoxyd adsorbiert. 
Erst beim Nachwaschen mit Ather entstand ein Chromatogramm. Aus der 
oberen, dunkelgelben Hauptzone wurde noch wenig Lutein erhalten. Der 
Farbstoff der zweiten schmalen lachsfarbenen Zone lieB sich nach spektro- 
skopischer Untersuchung als Zeaxanthin ansprechen. 


Der Deutschen Forschungs-Gemeinschaft Berlin dankt der 
Verfasser gemeinsam mit Herrn Prof. Boresch fiir die leihweise Uberlassung 
eines GittermeB-Spektroskopes, wodurch sie die Ausfiihrung der vorliegende 
Arbeit erméglicht hat. 
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Uber die enzymatische Synthese 
von Adenosin-5-monophosphorsdure (Muskeladenylsaure) 
aus Adenosin. 
Von 


P. Ostern und J. Terszakowee. 






(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Lwéw [Lemberg].) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Oktober 1937.) 


I, 


Wird frische untergirige Bierhefe oder Acetontrockenhefe 
unter Zusatz von Toluol mit Adenosin und einer Phosphatlisung 
von p, 7 geschiittelt, so verschwindet anorganisches Phosphat, und 
zwar in einer gréBeren Menge, als die dem zugesetzten Adenosin 
‘iquivalente. In einem Versuch mit 2g Adenosin und 50 ¢ Aceton- 
trockenhefe ist die Reaktion bei Zimmertemperatur in 1/, Stunde 
zum gréBten Teil abgelaufen. Bei Aufarbeitung der Ansitze wird 
sefunden, daB das Adenosin in Adenylsiure iibergefiihrt worden 
ist, die sich zum Teil (manchmal bis 70°/,) in Form von Adenosin- 
triphosphorsiure befindet. In einem Ansatz, wie der oben an- 
_ gefiihrte, wurde die Adenylsiure folgendermafen isoliert. 

4 Das Gargut wurde mit dem gleichen Volumen 10°/, Trichlor- 
» essigsiure enteiweiBt, mit NaOH auf p,, 9 gebracht, mit iiber- 
schiissigem Ba-Acetat gefallt, der Niederschlag 3mal mit heifem 
Wasser ausgekocht, die vereinigten Filtrate mit Essigsiure schwach 
angesauert (p,, 6) und mit neutralem Bleiacetat gefallt. Der Nieder- 
_ schlag wurde Ba-frei gewaschen und mit H,S zersetzt. Aus dem 
| eingeengten Filtrat krystallisierte die Adenylsiure direkt; es wurde 
' in diesem Versuch 1 g reine Adenylsiure isoliert. Das Produkt 
' erwies sich auf Grund der P- und N-Bestimmung, des Schmelz- 
punktes, sowie des durch Muskeldesaminase abspaltbaren Ammoniak- 
| stickstoffs mit der Muskeladenylsiure (Adenosin-5-monophosphor- 
_ siure) identisch. 
Analoge Versuche mit Guanosin und mit d-Ribose zeigten 
keine Phosphathbindung; die Phosphorylierung durch Hefe und 
7 Phosphat ist fiir Adenosin geradezu spezifisch. Sie verliuft mit 
2 i2* 
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einer Geschwindigkeit der gleichen Ordnung wie die schnellstep 
uns bekannten Phosphorylierungen in dem gleichen Material, z. Bp, 
bei der Bereitung des Harden-Young-Esters. 

Adenosintriphosphorsiure und Adenylsdure sind bekanntlich 
Bestandteile der Hefezelle; aber der Gehalt betrigt héchstens 
/,o—/, der hier isolierten Menge, so daB kein Zweifel daran be- 
stehen kann, daB die Adenylsiure aus dem zugesetzten Adenosin 
und Phosphat entstanden ist. 


II. 


Die Feststellung einer schnell und reichlich verlaufender 
Synthese der Adenosin-5-monophosphorsiure aus Adenosin in der 
Hefe zeigt zunichst die Uberfithrbarkeit der Adenosin-3-mono- 
phosphorsiure (Adeninnucleotid aus Hefenucleinsiure) in Adenosin- 
5-monophosphorsaure und in Adenosintriphosphorsiure; das Hefe- 
adeninnucleotid ist durch die allgemeinen Phosphatasen spaltbar. 
Was aber noch wichtiger erscheint: diese rasch verlaufende Reaktion 
spricht dafiir, daB im glykolytischen Phosphatumlauf der Hefezelle 
nicht nur die Adenosintriphosphorsiure als Phosphatdonator wirkt, 
sondern auch die Adenylsaure, die dann in der hier beschriebenen 
Reaktion wieder rephosphoryliert wird, letzten Endes durch an- 
organisches Phosphat. Dies wire von dem Anteil der Adenin- 
derivate an den Phosphatiibertragungen im Skelettmuskel ver- 
schieden, wo das Phosphat von der Adenosintriphosphorsiure 
abgegeben, von der Adenylsiure wieder iibernommen wird und 
zwischen diesen beiden Stoffen kreist, vom Adenosin aber nicht 
aufgenommen wird; vielleicht besteht ein Kreislauf, welcher dem 
in der Hefe analog ist, in anderen tierischen Geweben. 

Nachfolgendes Schema illustriert die Zusammenhinge zwischen 
der Muskeladenylsiure und der Hefenucleinsaure; die bis jetzt 
festgestellten enzymatischen Reaktionen sind mit ausgezogenen 
Pfeilen angedeutet, die angenommenen mit gestrichelten. 


Hefenucleinsiure 
| 


Y 
Adenosin-3-monophosphorsiure 


Adenosi n 
<— yy 


Adenosin-5-monophosphorsiure Cozymase 


Adenosintriphosphorsiaure 
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Zusammenfassung. 


J. Aus Adenosin und Phosphat entsteht unter der Wirkung 
yon Hefe Adenosin-5-monophosphorsaure (Muskeladenylsaure) und 
Adenosintriphosphorsaure. Die Reaktion ist fir Adenosin spezifisch, 


; Guanosin und d-Ribose werden nicht phosphoryliert. 


IJ. Aus dem Bestehen dieses Vorgangs wird geschlossen, dab 


j die Aufnahme des anorganischen Phosphats durch Adenosin und 


Phosphatiibertragung aus Adenylsaure als Teilvorgiinge der Hefe- 


: glykolyse zu betrachten sind. 


III. Adeninnucleotid aus Hefenucleinsiure ist auf enzymati- 
schem Weg in Muskeladenylsaure iiberfiihrbar. 


Herrn Prof. Parnas danken wir fiir die dieser Arbeit ge- 
wabrte Unterstiitzung, der Brauerei A.-G. in Lwow fir die 
stets bereitwillige Uberlassung von Hefe, der Firma G. Henning 
in Berlin fir die Uberlassung von — auf enzymatischem Wege — 


aus Hefenucleinsdéure dargestelltem Adenosin und Guanosin, sowie 
' yon d-Ribose. 
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Wachstum von Lactoflavin-frei ernahrten Ratten. 
Von 
Hans v. Euler und Maj Malinberg. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Oktober 1937.) 


Aneurin und Lactoflavin sind bisher als unentbebriiche 
Komponenten des Wachstumskomplexes der Vitamin-B-Gruppe 
angesehen worden. Bei der Untersuchung der thermostabilen 
wachstumsférdernden B-Komponente (Y, B,, B,, Chick, Roscoe 
und Copping, Gyérgy — v. Euler und Malmberg) haben 
wir stets sowohl Aneurin als Lactoflavin der folgenden Grundkost 
zugesetzt: 

Casein 100 g; Reisstiirke 300 g; Gehirtetes Arachisfett 65 g: 
Salzmischung 25 g; 10 cem Dorschlebertran; 10 ccm Citronensatt. 


Auch die mit dem Studium der thermostabilen B-Kompv- 
nenten beschiaftigten englischen Forscher Chick, Roscoe, 
Copping, Edgar und Mitarbeiter haben stets die Zugabe von 
Lactoflavin als notwendig fiir ein normales Wachstum von 
Ratten angegeben. 

Die thermostabilen B-Komponenten wurden in Form eines 
Hefekochsaftes verwendet, welchen wir in folgender Weise be- 
reiten: Die abgepreBte Hefe (etwa 30°/, Trockengewicht) wurde 
der etwa 5fachen Menge Wasser 10 Minuten bei 90—100° erhitzt. 
Dann wurde abzentrifugiert, unter Abkiihlen stehen gelassen und 
mit Frankonit bei neutraler Reaktion 1 Stunde lang adsorbiert. 
Das Adsorptionsmittel wurde abzentrifugiert, dann wieder aul- 
gekocht, abgekihlt, mit Frankonit noch 1 Stunde behandelt, wieder 
abzentrifugiert und eingeengt. Ratten-Tagesdosis enthalt 300 mg 
Trockengewicht. Durch dieses Verfahren gelingt es uns, das 
Flavin so gut wie vollstandig zu entfernen. Nach Flavii- 
bestimmungen [Uberfithrung in Lumiflavin})], die wir Herm 


1) Vivanco, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 12a, Nr. 3, 1935. 
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Fig. 1. Oberhefe. 


Tagesdose enthalt 187,5 mg Trockengewicht. 


Wachstum von Lactoflavin-frei erniihrten Ratten. 


Dr. E. Adler verdanken, enthilt 1 com Hefekochsaft weniger als 
0,1 7 Lactoflavin. In Parallelversuchen wurden zum Hefekochsaft 
5y Lactoflavin per Kubikzentimeter zugesetzt, welche quantitativ 
Diese analytischen Ergebnisse zeigen, 
daB es uns gelungen ist, Flavin fast vollstiindig durch Adsorption 
aus den Hefesiiften zu entfernen. Diese Versuche wurden mit Hefe- 


9 


kochsaft aus Brennerei- 
oberhefe und _ Brauerei- 
unterhefe angestellt. 

Der Vergleich zwi- 
schen der Wachstums- 
wirksamkeit der Kochsifte 
aus Ober- und Unterhefe 
wurde in biologischen Ver- 
suchen ohne Zusatz von 
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Fig. 2. Unterhefe. 


Tagesdose enthalt 275 mg Trockengewicht. 


Lactoflavin!) gepriift. Die Ergebnisse zahlreicher Versuche?) seien 


hier in den Gewichtskurven von je vier Ratten zusammengefaBt. 


"i : Die Fig. 1 und 2 zeigen zwischen den Gewichtskurven, die 
if init Oberhefe bzw. Unterhefe erhalten wurden, einen wesentlichen 
, — Unterschied. Mit Hefensaft aus Unterhefe tritt keine Wachs- 


; _ tumswirkung ein, mit Hefensaft aus Oberhefe erhielten wir, wie 





') Jedoch mit 6 y Aneurin pro Tag. 
_ *) Wegen des sehr iiberraschenden Ergebnisses sind die vergleichenden 
Versuche mit beiden Hefesiiften mehrfach wiederholt worden, so daB zu- 
liillige Versuchseinfliisse vollkommen ausgeschlossen sind. 


aus der Fig. 1 ersichtlich wird, eine durchschnittliche Gewichts- 


zuwahme von 0,7 g pro Tag. In beiden Fallen wurden im 
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Bei allen friiheren Versuchen mit Kochsaft aus Unterhefe ha 
es sich ergeben, daB eine solche Gewichtszunahme unter analogen 
Verhiltnissen erst durch eine tigliche Gabe von 4—5 y Lacto. 
flavin erreicht wurde. 

Die Méglichkeit, daB unsere Ratten deswegen den Lacto. 
flavinzusatz entbehren kénnen, weil sie in der Versuchszeit yoy 
7 Wochen von ihren eigenen Flavinreserven wachsen,, ist des. 
wegen ausgeschlossen, weil diese Reserven sowohl bei den mit 
Kochsaft aus Oberhefe als aus Unterhefe ernihrten Ratten gleich 
groB sein miissen, Wir glauben deshalb, aus unseren exper. 
mentellen Ergebnissen den Schlu8 ziehen zu miissen, daf die 
Oberhefe eine Substanz enthalt, welche unter den von uns 
eingehaltenen Bedingungen das Lactoflavin als Wachs. 
tumsfaktor in Hefekochsaiften ersetzen kann. Auch der 
allgemeine Gesundheitszustand der unter Zusatz von Oberhefen. 
Kochsaft ernihrten Ratten war durchweg besser als der mit 
Unterhefen-Kochsaft behandelten. 

Ob die hier mitgeteilte Fahigkeit des Oberhefen-Kochsaftes 
mit der hdheren Atmungsfihigkeit der Oberhefe (Enzymsystem 
Bernsteinsiiure—Fumarsiure—Cytochrom) zusammenhingt, wird 
niher untersucht. 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCL, Tafel I. 
Zu ,,Elisabeth Mertens, 
Uber die bei akuter Porphyrie auftretenden Porphyrine.“ (S. 57.) 














Uber die Hydrierung des Uropterins. 
Von 
W. Koschara. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. September 1937.) 


Uropterin, ein gelber Farbstoff aus Menschenharn, ist, wie 
wir vor 1+/, Jahren mitgeteilt haben’), wahrscheinlich identisch 
mit Xanthopterin, dem gelben Pigment des Citronenfalters. Diese 
Identitit hat sich in allen Versuchen, die seither angestellt wurden, 
hestitigt. Auch die Versuche von Tschesche und Wolff?), 
in denen die Wirkung einiger Pterine auf das Blutbild der diit- 
animischen Ratte gepriift wurde, zeigen Uropterin und Xanthopterin 
hiologisch gleichwertig. 

Die vorliegende Arbeit behandelt Ergebnisse, die einigen 
Kinblick in die Zahl und Reaktionsweise der farb- und fluorescenz- 
gebenden Doppelbindungen im Uropterin gewihren. Es wird 
ferner eine neue Summenformel fiir den Farbstoff zur Diskussion 
vestellt. 

Uropterin ist, wie wir mitteilten, reversibel reduzierbar. Die 
neutralen, leuchtend griinblau fluorescierenden Farbstofflésungen 
werden entfarbt durch Schwefelwasserstoff, Natriumhyposulfit 
(Na,8,0,) und Natriumsulfit. Beliiftet man nach H,S-Kinwirkung 
die Lésung, so kehrt in wenigen Sekunden die Fluorescenz 
quantitativ zuriick. Dagegen stellt sich nach Sulfit- und Hypo- 
sulfiteinwirkung die Fluorescenz erst nach Stunden und nur teil- 
weise wieder ein, um so weniger, je gréBer der UberschuB des 
Reduktionsmittels ist. Entgegen unserer ersten Mitteilung ist also 
auch das Sulfit- und Hyposulfit-einwirkungsprodukt grundsitzlich 
autoxydabel*), jedoch in anderer Weise. Der Uberschu8 des 
Reduktionsmittels, der bei Schwefelwasserstoff im Gegensatz zu 


') Diese Z. 240, 127 (1936). 2) Diese Z. 248, 34 (1937). 

‘) So auch in der Hand von F. Giral, Anales de la Sociedad Espaiola 
de Fisica y Quimica, t. XXXIV, 692 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCL. 12 
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Sulfit und Hyposulfit bei Beliiftung leicht vertrieben wird, kanp 
allein den markanten Unterschied bei der Autoxydation nicht 
befriedigend erklaren. Vielmehr ist anzunehmen, wie im Versuchs. 
teil dargetan, daB Sulfit und Hyposulfit neben der Hydrierung 
noch andere Umwandlungen am Uropterin bewirken. 

Als neues Reduktionsmittel haben wir katalytisch erregten 
Wasserstofi auf Uropterin einwirken lassen. Im alkalischen und 
sauren Milieu nimmt der Farbstoff gleiche Wasserstoffmengen auf, 
1 mg Uropterin schluckt beim Schiitteln mit Palladiummohr oder 
auch Platinoxyd 118cmm Wasserstoff. Auch Xanthopterin* 
liefert die gleiche Hydrierungszahl. Legt man die fir Xantho. 
pterin von C. Schépf und E. Becker‘) begriindete Formel 
C,,H,,O,N,, dem Ergebnis zugrunde, so errechnen sich drei 
hydrierbare Doppelbindungen in beiden Pterinen. 

Die im Tageslicht stark blaugriin fluorescierenden schwach 
alkalischen Uropterinlésungen sind nach Aufnahme des Wasser- 
stoffs vollkommen farblos und fluorescieren unter der Quarzlampe 
nur noch sehr schwach. Die alkalischen Lésungen gewinnen beim 
Stehen an der Luft im Verlauf einiger Stunden Farbe und 
Fluorescenz zuriick. Das hydrierte Uropterin ist also autoxydabel. 
Es fragt sich, ob der gesamte eingetretene Wasserstoff der 
Autoxydation anheim fallt. Um dies zu priifen, haben wir z- 
nichst die autoxydierten Farbstofflésungen abermals hydriert. 
Wir finden eine Wasserstoffaufnahme, die rund 50°/, der 
Wasserstofimenge bei der ersten Hydrierung entspricht. Wem 
die Autoxydation ein glatt verlaufender ProzeB ist, so laBt sich 
eine Formel mit 19 C-Atomen und drei hydrierbaren Doppel- 
bindungen nicht aufrecht erhalten. Wir haben nach einer 
kleineren Bruttoformel gesucht unter der Annahme, dab das 
Uropterin 2 Mole Wasserstoff aufnimmt. Dabei hat sich ergeber, 
daB fiir die Formel C,,H,,0,N,, oder besser noch fiir C,,H,,0,;, 
die fiir Uropterin und Xanthopterin vorliegenden Analysendaten 
der freien Farbstoffe wie auch ihrer Bariumsalze befriedigend 
iibereinstimmen (vgl. Tabelle). 

Kine Formel mit 13 Kohlenstoffatomen wiirde eine einfache 
Erklirung der Hydrierungs- und Rehydrierungsergebnisse gestatte: 
Der Farbstoff besitzt zwei hydrierbare Doppelbindungen und nur 
eine ist nach der Hydrierung durch Luftsauerstoff dehydrierbar. 


*) Herr Scho pf stellte den Farbstoff dankenswerterweise zur Verfiiguné. 
*) Liebigs Ann. 524, 51 (1936). 
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on fe C H N 
cht [oa Ber. fiir CoHyeQpNig (566,8)...... 40,26 3,20 39,58 
he. My» CrsHn ON: (885). ...... 40,52 2,86 40,00 

Pe Gef. , Xanthopterin.......... 40,26 3,14 5) 39,97—40,09 5° 
ng , Uropterin)........... 40,39 3,13 fehit 
ten B C H N Ba 
nd | Ber. fir C,,H,,0,N,e(Ba/2), (990,3) .... 23,02 1,41 22,63 41,61 
uf Po» » CrsH)0.Nj.(Ba/2), (6738)... . 23,16 1,84 22,87 40,80 
hia P| Gef. ,, f-Xanthopterin-bariam ’) gaceane 22,98 2,08 23,00 41,8 
4 , (-Uropterin-barium’)....... 23,04 2,44°) 23,49 43,02. 
ho. Die Argumente, die fiir die C,,-Formel ins Feld gefihrt 
uel F worden sind, sind nicht zwingend. Die Analysendaten lassen 
rel F zwischen 19 oder 13 C-Atomen keine Entscheidung zu. Es bleibt 


dann als Stiitze fir die C,,-Formel nur die Tatsache, da8 im 
_ Schmetterlingsfliigel das Xanthopterin mit dem Leukopterin, fiir 
' das durch die Untersuchungen von H. Wieland eine Formel mit 

19 C-Atomen sehr wahrscheinlich gemacht worden ist°), vergesell- 
| schaftet vorkommt5), Ejne Beziehung der beiden Pigmente ist 
_ uatiirlich naheliegend. Doch scheint es fraglich, ob eine Verwandt- 
_ schaft sich in einer gleich groBen Kohlenstoffatomzahl ausdriicken 
mu’. Umgekehrt kénnte man versuchen, ob auch fiir Leuko- 
| pterin eine C,,-Formel méglich wiire. Die vorliegenden Analysen 
' des Leukopterins und der zahlreichen Derivate und Abbau- 
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ler | produkte?°) lassen jedoch eine solche Méglichkeit nur dann zu, 
nlf wenn alle Stickstoffanalysen dieses Arbeitsgebietes so wie beim 
ch | Xanthopterin®*) nach Dumas zu niedrige Werte liefern. 
el 2 Die neue Bruttoformel fiir Uropterin mit 13 Kohlenstoff- 
If atomen stiitzt sich zunichst nur auf die Hydrierungs- und 
as _ Rehydrierungszahlen. Obwohl letztere, wie sich ergeben hat, viel- 
‘I, & deutig sind, ist die neue Formel mit der alten gleichberechtigt. 
1 Wir haben versucht, die neue Formel zu beweisen durch die 
‘lf genauere Untersuchung der Autoxydation des hydrierten Uro- 
nd | pterins. Kin Beweis wire dann erbracht, wenn man zeigen 
7 _ kénnte, daB die Dehydrierung durch Luftsauerstoff eine glatt 
‘ 5 ) C.Schépf u. E. Becker, Liebigs Ann. 507, 275 (19383). 
ur 3 °*) Dieselben, Liebigs Ann. 524, 66 (1936). 8) Unver6ffentlicht. 
au. ‘) Dieselben, Liebigs Ann. 524, 116 (1936). 

*) Diese Z. 240, 148 (1936). 
. *) Vgl. Kritik dieses hohen Wertes, unter Anm. 8. 


| __ *) H. Wieland, H. Metzger, C.Schépf u. M.Biilow, Liebigs Aun. 
; 07, 226 (1938); H. Wieland u. A. Kotzschmar, ebenda 530, 152 (1937). 
3 12* 
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verlaufende Reaktion ist. Sie miiBte z. B. unter méglichst ver. 
schiedenen Bedingungen in immer dem gleichen AusmaB erfolgen, 
Das ist nun keineswegs der Fall. Wir messen die Autoxydation 
entweder durch die Aufnahme des Sauerstoffs oder durch dey 
Wasserstofiverbrauch bei der Hydrierung des autoxydierten Pro. 
duktes. Dabei wurde zunichst festgestellt, daB erwartungsgemif 
die Sauerstoffaufnahme in Gegenwart von Palladium (katalatische 
Wirkung) kleiner ist als ohne Palladium. Es entsteht also bej 
der Dehydrierung Wasserstoffperoxyd. Da H,O, auf Uropterin 
bleichend einwirkt, ist die Gegenwart von Palladium bei der 
Autoxydation erforderlich. Aber auch dann, wenn die Kon- 
plikation durch H,O, vermieden wird, schwanken die Werte des 
aufgenommenen Sauerstoffs und parallel damit die Wasserstofi- 
werte bei der Rehydrierung stark. Die oben genannten Zahlen 
von rund 50°/, Rehydrierungswasserstoff, die mehrmals erhalten 
wurden, erscheinen als Zufallswerte aus der Konkurrenz yon 
Autoxydation und bleichenden Nebenreaktionen. 

Wir haben nach den Bedingungen fiir méglichst hohe Aus. 
beute bei der Autoxydation gesucht. Sie ist um so hoher, je 
schneller hydriert und autoxydiert wird. In n/10-Natronlauge 
dauert die Dehydrierung bei Zimmertemperatur 24 Stunden. In 
mineralsaurer Lésung ist hydriertes Uropterin  luftbestindig 
Schnell gelingt die Autoxydation in sodaalkalischem Milieu, 
Dabei betriigt die Sauerstoflaufnahme ohne Palladium 46°), des 
Hydrierungswasserstofis, die Fluorescenzausbeute 100°/, und der 
Rehydrierungswasserstoff 133°/,. Diese Zahlen, die im Versuchs- 
teil niher diskutiert sind, machen deutlich, wie verwickelt die 
Autoxydation des hydrierten Uropterins ist. Trotz der Zalhlen 
kann man ausschlieBen, wie aus den folgenden Ergebnissen 
hervorgeht, da aller Wasserstoff des hydrierten Uropterin 
autoxydabel ist. Wie auch diese Verhiiltnisse sich kliiren mégen: 
Eine Entscheidung zwischen der C,,- und der C,,-Formel durch 
Autoxydations- und Rehydrierungsversuche ist nicht méglich. 

Wir diskutieren die weiteren Versuche auf der Grundlage der 
C,,-Formel. Sie gelten natiirlich mit entsprechenden Anderungen 
auch fiir die altere. 

Wenn die beiden Doppelbindungen im Uropterin nicht 
gleichwertig sind, so sollte es méglich sein, durch spezifischere 
Reduktionsmittel nur eine Doppelbindung zu hydrieren. Di 
katalytische Hydrierung dieses Produktes miBte dann, wenn die 
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C,,-Formel richtig ist, die Hiilfte des fir die katalytische J 
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Uropterinhydrierung benétigten Wasserstoffs verbrauchen. Kin 





ver. s 
a | solches spezifisches Reduktionsmittel sollte im Schwefelwasserstoft 
ion J vorliegen. 

den | LaBt man Schwefelwasserstoff auf Uropterinlésungen (Farbstoff- 
hs, . konzentration 1:200) in Alkali oder Mineralsiure einwirken, so 
nig | entstehen schwer lésliche Fillungen. Die Fallungen enthalten 


Schwefel. Die Einwirkung von Schwefelwasserstoff beschrankt 
' sich also nicht auf eine Reduktion, sondern sie baut Schwefel ins 
| Molekiil ein. Der letztere Vorgang sei als Thiolyse bezeichnet. 
' Sie macht unseren Plan zunichte, da durch den Eintritt von 
m- —  Schwefel Hydrierungsversuche vieldeutig werden. Die ,,Thiolyse“ 
des § wird weiter untersucht werden. Sie erlaubt jedoch heute schon 
| die Sonderstellung des Schwefelwasserstoffs gegeniiber dem Sulfit 





of; 

le. | und Hyposulfit bei Uropterinreduktion in sodaalkalischer 

te, &  Losung einleuchtend zu erkliren: 

on 3 Wahrend Sulfit und Hyposulfit wie auch Schwefelwasserstoff 
' neutrale Uropterinlésung glatt entfarben, werden sodaalka- 

US lische Farbstofflésungen nur von Schwefelwasserstoff, nicht 

je —  dagegen von Sulfit und Hyposulfit gebleicht. Wenn man umgekehrt 

ge die durch groBen UberschuB an Sulfit oder Hyposulfit entfarbten 





In & neutralen Farbstofflésungen unter Ausschlu8 von Luft sodaalka- 


ig. | lisch macht, so ist sofort die schéne blaugriine Sodafluorescenz 
eu. @ zu sehen wie bei unbehandeltem Uropterin. Das Produkt der 
ley & Sulfit- oder Hyposulfiteinwirkung auf Uropterin wird im folgenden 
jer (|  .,Dihydrouropterin* genannt*) Das Dihydrouropterin ist ein 
ys» fF Indicator. Es ist farblos in saurer und neutraler Lisung, es 
lie [ fluoresciert blaugriin bei einem p,, bis etwa 11. Das farblose 
en &  Dihydrouropterin wird durch Soda zu einem Farbstoff umgelagert, 
en [— Zu einem chinoiden System. Die folgenden Formelskizzen sollen 
ns F  andeuten, wie man die Doppelbindungen etwa anordnen kénnte. 
n: F k= beliebige Reste. 
ch Wenn Schwefelwasserstoff im Gegensatz zu Sulfit und Hypo- 
| sulfit sodaalkalische Lisung des Dihydrouropterin entfirbt, so ist 
ler § das auf die Thiolyse zuriickzufiihren, die an der in Soda farb- 


en gebenden Doppelbindung angreift. Dieser Angriffspunkt des 

| Schwefelwasserstofis fehlt im katalytisch-hydrierten Farbstoff. 

ht @ Bei ihm tritt in der Tat keine Fallung durch H,S, d. h. keine 
re Thiolyse ein. 

ie 

he a *) Wahrscheinlich bewirken die beiden Reduktionsmittel neben der 

' & Hydrierung noch andere Umsetzungen, vgl. 8. 169. 
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R R 
NH—C= ‘ NH—C=0 | 
—C CCK | =C CH-CY | 
Aral RR | SRR 
N=—C—R N=—C—R 
I Uropterin. If Dihydro-Uropterin in neutraler Lisung. 
R 
N=C—OH | 
| | NH—CH 
=C C—C¢ 
ul R R 
N=C——R 


III Dihydro-Uropterin in sodaalkalischer Lésung. 


Neutrale Uropterinlésungen werden dhnlich wie durch H,S 
auch durch SH-Gruppen in organischer Bindung, z. B. Glutathion, 
entfarbt. Die médgliche biologische Bedeutung dieser Reaktion soll 
in einer spiateren Arbeit diskutiert werden. Sodaalkalische 
Uropterinlésungen behalten bei Glutathionzusatz ihre Fluorescenz, 
Ks schliebt sich also dieses Peptid dem Sulfit und Hyposulfit an. 
Das Verhalten des Uropterin gegen die verschiedenen Reduktions- 
mittel ist Beweis fiir die Ungleichheit der beiden farbgebenden 
Doppelbindungen. Eine der beiden Doppelbindungen wird von 
allen untersuchten Reduktionsmitteln, d. bh. von Wasserstofi, 
Schwefelwasserstofi, Glutathion, Sulfit und Hyposulfit hydriert: 
die zweite Doppelbindung dagegen wird hydriert nur von kats- 
lytisch erregtem Wasserstoff und aufgehoben, thiolysiert durch 
Schwefel wasserstoff. 

Schwefelwasserstoff hat also nicht zur gewiinschten ein- 
deutigen partiellen Reduktion des Uropterins gefiihrt. Die Be- 
stimmung des Molekulargewichts schien méglich durch Verwendung 
anderer Reduktionsmittel. Hyposulfit ist unbrauchbar, da es bel 
der folgenden katalytischen Hydrierung selbst groBe Mengen 
Wasserstoff schluckt. So blieb noch das Sulfit zu priifen. Leer- 
versuche zeigen, daB in n/10-Natronlauge das Natriumsulfit durch 
katalytische Hydrierung nicht angegriffen wird. Darauf wurde 
Uropterin in neutraler Lésung mit Sulfit umgesetzt und folgend 
in n/10-Natronlauge katalytisch hydriert. Die Wasserstof- 
aufnahme ist iiberraschenderweise ebenso hoch wie bei der 
Hydrierung des Uropterins. 

Es bleiben zwei Méglichkeiten: Entweder liegt Reaktions- 
kopplung vor und der Wasserstoffwert ist vorgetéuscht durcl 
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erhohte Wasserstoffaufnahme der Partner im gekoppelten System. 
Niheres vgl. Versuchsteil. Oder es wird mit dem Kintritt von 
1 Mol Wasserstoff eine Isomerisation méglich, die zu einer neuen 
hydrierbaren Doppelbindung fihrt. Die Isomerisationshypothese 
| wirde erlauben, das Ergebnis der Autoxydation des katalytisch 
‘"™g | hydrierten Uropterins in Soda (vgl. 8.164), bei der trotz halftiger 
| Dehydrierung 100°/, und mehr Rehydrierungswasserstoff ver- 
braucht wird, in ahnlicher Weise zu deuten. Wir méchten uns 
die Untersuchung der Sulfit- und der Schwefelwasserstoff-Kin- 

wirkung auf Uropterin vorbehalten. 


































Bestimmung der Aminogruppen. 
Wir haben im Uropterin nach van Slyke die NH,-Gruppen 


H,S | bestimmt. Unter Bedingungen, die fiir Guanin theoretische Werte 
101, F jiefern, werden 34°/, des gesamten Uropterinstickstofis als NH,- 
soll | Stickstoff abgespalten. Fiir die C,,-Formel wiirden sich daraus 
che | 5—6, fir die C,,-Formel 3—4 Aminogruppen errechnen. Wir 
enz, a nehmen an, daB ihnlich wie im Cytosin!!) die van Slyke-Werte 
al. F zu hoch ausfallen und in der Formel C,,H,,0,N,, 3 Aminogruppen 
us: § vorhanden sind. Die Formel ist dann aufzuteilen in C,,H,O,N,.3NH,. 
den F Die Kohlenstoffe und Stickstoffe dieses Stammgeriists sind in einer 
Vol & Formel mit 2 Pyrimidin- und einem Purinkern unterzubringen. 
‘ol, F Die Formelbilder auf S. 166 zeigen eine Méglichkeit, wie die farb- 
ert; F gebenden Doppelbindungen in einem Dipyrimidylpurin verteilt 
“ ' sein kénnen. 

rch & 

Versuchsteil. 

in- I, Versuche mit Schwefelwasserstoff, Glutathion, Hyposulfit 
Re. | und Sulfit. Im folgenden wird Uropterin fluorometrisch bestimmt. Einzel- 


heiten der Methode, die gemeinsam mit A. Hrubesch ausgearbeitet wurde, 


me | bleiben einer spiteren Arbeit vorbehalten. 
bet 4 Farbstofflésung: 230 y Uropterin in 100 cem Phosphatpuffer py, 7,6 
sel |  (Konzentration 1: 435000). Die Lésung fluoresciert im Tageslicht schén 
er- —  grinblau. Je 0,5 cem der Lésung werden mit dem Reduktionsmittel, gelést 
ch im gleichen Puffer, versetzt und zur Fluorescenzmessung auf 10 cem mit 
d _ dem Versuchsmilieu aufgefiillt. Die in der Tabelle angefiihrte Sodalésung 
“6 _ ist */, normal. Die Zahlen der letzten Spalte bedeuten Trommelablesung 
nd _ am Stufenphotometer und sind direkt das MaB fiir die Fluorescenzintensitit. 
fi Die Zahlen der Tab. 1 erhilt man, wenn man das Reduktionsmittel in 
ler [  gr0Bem UberschuB zusetzt. Dosiert man dagegen vorsichtig so, daB eben 
_ die Tageslichtfluorescenz verschwunden ist, so zeigt die Fluorescenzmessung, 
. die eine durch UV (anregende Linie 366 mu) hervorgerufene Fluorescenz 


") Wilson, J. of Biol. Chem. 56, 183 (1923), 
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Tabelle 1. 

Nr. Reduktionsmittel Milieu Ablesung 
1 ohne 7,6 18,4 
2 ohne Soda 30,8 
3 Glutathion 7,6 9,4 
4 Glutathion Soda 31,5 
h Sulfit 7,6 2 
6 Suifit Soda 31,0 
7 Hyposulfit 7,6 0 
8 Hyposulfit Soda 32,0 
9 H,S 7,6 0 

10 H,S Soda 2 











bestimmt, Werte zwischen 8 und 10. Die Sonderstellung des Glutathions 
ist beachtenswert. Der Fluorescenzwert 9,4 im Versuch 3 wurde bei starkem 
Uberschu8 von Glutathion erhalten. Wir kénnen in Kenntnis der weiter 
unten mitgeteilten Versuchsergebnisse annehmen, daf nur beim Glutathion 
die Einwirkung auf Uropterin sich auf Anlagerung zweier Wasserstoffatome 
beschrainkt. Die anderen Reduktionsmittel wirken auf das zunichst gebildete 
Dibydro-uropterin weiter ein. 


Der starke Fluorescenzunterschied des Uropterins in 7,6 und 
in Soda (Versuch 1 und 2) zeigt, da& auch das Uropterin selbst 
»lndicatoreigenschaften“ hat, wenn diese auch mit unbewafinetem 
Auge nicht zu erkennen sind. Dagegen ist der scharfe Farb- 
umschlag des Dihydro-uropterins beim Ubergang von 7,6 zu Soda 
auch im Tageslicht sehr ausgeprigt. Mit der Indicatoreigenschatt 
des Dihydro-uropterins ist auch folgende Erscheinung erkilirt: 
Wenn man eine Lésung des Dihydro-uropterins mit iiberschiissigem 
Reduktionsmittel beim p,, 7,6 aufkocht, so erscheint etwas Farbe 
und Fluorescenz. Beim Abkiihlen wird die Lésung wiederum 
farblos. Das Spiel J&8t sich haufig wiederholen. Die Temperatur- 
erhéhung verschiebt das p, so weit, daB der Indicator seine 
alkalische F'arbe, wenn auch nur schwach, zeigt. Es verhilt sich 
das Dihydro-uropterin in diesem Versuch wie etwa Thymolblau. 
dessen Liésung bei p,, 7,6 (schwach gelb) beim Kochen schwacl 
blau wird. — Es ist zu erwahnen, da8 Uropterinlésungen, die 
bei p,, 7,6 mit Schwefelwasserstoff behandelt wurden, zwar keine 
Fluorescenz (Versuch 9), wohl aber eine schwache gelbe Farbe 
zeigen im Gegensatz zu den mit anderen Reduktionsmitteln ent- 
farbten Uropterinlésungen. 

Tab. 2 gibt die Ergebnisse der Autoxydationsversuche wieder. 
Stammldésung wie oben. Alle Messungen bei p,, 7,6. Die Fluorescen7- 
zahlen sind Endwerte. 
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Tabelle 2. 








Nr. Reduktionsmittel Autoxydationsbedingungen}| Ablesung 
1 ohne oo 18,4 
9 Glutathion 2 Std. mit O, 20,8 
3 |Sulfit, geringer Uberschuf 1 Std. mit O,, 15 

. 24 Std. stehen gelassen 
4 |Sulfit, gréBerer UberschuB 4 Tage an Luft 10 
5 Sulfit 5 Min. gekocht 12 
6 Hyposulfit, 24 std. an Luft 16 
geringer Uberschuf 
1 - _Hyposulfit, 6 Std. O,, 24 Std. an Luft 10 
eréBerer UberschuB 
. . Hyposulfit 5 Min. gekocht 5,5 
9 H,S 30 Sek. (!) bei Zimmertemp. 19 
mit Luft 











Die Autoxydation bei Hydrosulfit und Sulfit liefert am Tages- 


| licht eine griine Fluorescenz, die deutlich verschieden ist von 
der griinblauen des Uropterins. Diese Tageslichtfluorescenz nach 
| der Einwirkung von Sulfit und Hydrosulfit ist schon voll aus- 
’ gebildet, wenn die gemessene UV-Fluorescenz noch kaum an- 
 gestiegen ist. Auch diese Erscheinung spricht dafiir, daB bei 
| diesen beiden Reduktionsmitteln Sekundirreaktionen vor sich 
| gehen. — Die Reoxydation liefert, besonders nach Glutathionzusatz, 

 stirkere Fluorescenz als die Stammlésung. Glutathion selbst 


fluoresciert nicht. 


II. Hydrierungen. Wir mikrohydrieren nach Warburg und Chri- 
stian™’), Kegelférmige Atmungstrége, deren Laugeeinsatz leer bleibt. 
Temperatur 30,8° 

Die verschiedenen Farbstoffpraparate zeigen etwas schwankende 
Werte je nach ihrem Reinheitsgrad. Hydrierungsergebnis und 
fluorometrische Farbstoffbestimmung gehen parallel. Beide Bestim- 
mungsmethoden fur das gelbe Pterin stiitzen sich somit gegenseitig. 
Das Priparat A wurde analysenrein gewonnen durch chromato- 
graphische Analyse und anschlieSende Reinigung iiber das krystalli- 
sierte Bariumsalz. Die anderen Uropterinpraparate sind nur durch 
Adsorptionsanalyse gereinigt, das Xanthopterin nur iiber das 
Bariumsalz. Alle Priparate sind bei 100° und 12 mm Vakuum 
6 Stunden iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Die Figur zeigt zwei 


_ Hydrierungsbeispiele in graphischer Darstellung. 


) Biochem, Z. 258, 496 (1933). 
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Versuchsansatz: Hauptraum des ManometergefiBes mit 0,5 cem Lésungs. 
mittel und Katalysator, Birne mit 0,5 ccm Farbstofflésung beschickep, 
Fillen mit elektrolytischem Wasserstoff. 
























































Tabelle 3. 
if Lo = . ™ zs 
Nr Priparat pivot Katalysator ae nage 
mittel wage | nommen 
1 | Uropterin[A]] n/10-NaOH 5 mg Pd 2,370 282 
2 ” desgl. desgl. 2,140 252 
3 | Uropterin [B] me ” 2,545 280 
4 ha . if 2,545 286 
5 | Xanthopterin » nm 2,170 240 
6 i . 2,170 237 
7 % %9 ’ 3,480 384 
8 | Uropterin [C] - » 3,241 303 
9 i" a4 ‘. 4,216 392 
10 : . 10 mg PtO,]} 2,100 205 
11 - m desgl. 2,625 258 
12 * n/1-HCl 2.685 258 
13 . sek, Phosphat ts 0,670 55 
14 9 9 3 9 0,535 37 Bs 
300 [1 y , pe 1 a es T 7 ; : 
Se aed pw lersuch3 a Tab.3. 2 . » 
50} or ia 72a 7396.3 7 : 
2007 / : eS Hy 
! Ee 
x 50 
S r 
§ | r 
700 + 
75+ 4 . 
50} ‘ 
25 
20° 40 60 20 00 6) 20 40 60 20 0 60 2 | ; 


Zett in Minuten ————w» 


a) Nach der Hydrierung zeigt das Xanthopterin eine Rosafarbe. Es 
handelt sich um eine Verunreinigung des Schmetterlingfarbstoffes, die durch 
Reinigung iiber das Bariumsalz nicht, sondern nur durch chromatographische 
Analyse entfernt werden kann. Die hydrierten Lésungen der Uropterin- 
priparate sind immer wasserhell. 

b) Dem Platinoxyd werden immer 2 mg Platin auf Bariumsulfat 20: 
gegeben, um schnellere Reduktion des Oxyds zu erreichen. 

c) Katalysator und Farbstoff miissen in gleich starker Salzsiure av 
gesetzt werden, da andernfalls die Leerwerte bedeutend werden. Gibt mat 
z. B. zu 5mg in 0,5 cem n/2-HCl mit H, gesittigtem Palladium 0,5 ccm 
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on-HCl, so werden 18 cmm Wasserstoff aufgenommen. Die Wasserstoff- 
kapazitét des Katalysators hingt von der Konzentration der Sdure ab. 

d) Die niedrigen Werte bei der Hydrierung in neutralem Milieu sind 
noch ungeklirt. Die Léslichkeit des Uropterins in sekundirem Phosphat 
ist so gering, daB gréBere Einwagen nicht zur Hydrierung kommen kénnen. 
Die kleinen Kinwagen bedingen natiirlich einen gréSeren prozentualen 
Fehler. Er allein ist aber kaum fiir den niedrigen Wert verantwortlich zu 
machen. Versuch 14 ist mit der 4 Tage alten Lésung des Versuch 13 aus- 
' gefiihrt worden. Vielleicht tritt in neutralem Milieu eine Umlagerung des 
| Farbstoffs ein. 

III. De- und Rehydrierungsversuche am hydrierten Uropterin. 
: Beispiel: Die beiden GefaiBe des Versuchs 1 und 2 der Tab. 3 werden 
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a) — nach beendigter Hydrierung mit Luft gefillt und bei 30,8° mit dem Kon- 
4 ' takt geschiittelt, bis keine Sauerstoffaufnahme mehr erfolgt (5 Stunden). 
a Man filtriert vom Katalysator ab und wascht quantitativ. Filtrat 3,65 g. 
D9 Das Filtrat entspricht 4,510 mg eingesetztem Uropterin. Fluorometrisch 
a bestimmt 2,48 mg = 55°/, des Einsatzes. Vom Filtrat werden 1,5 ccm 
f (= 219 emm erster Wasserstoff) abermals mit Palladium hydriert. Wasser- 
L ¢) stoffaufnahme 113 emm = 52°/, des ersten Wasserstoffs. Die rehydrierte 
) d) Lésung wird abermals autoxydiert und fluorometrisch bestimmt. Die zweite 
) Autoxydation liefert nur 42°/, des Farbstoffs nach der ersten Autoxydation, 

d. h. 23°/, des urspriinglich. eingesetzten Farbstoffs. Der Abfall der Fluo- 
rescenz bei wiederholter Autoxydation beweist die Fragwiirdigkeit des 
50°/,-Wertes. 
Tabelle 4. 
‘er- Fluoro- 
a metr. Be- Rehy- 
ansitze Art : : 
: stimmung| drierung 
der der Autoxydation n. Autox.} in 
Tab. 3 im"), : 
8und 9} n/10-NaOH mit Pd 3'/, Std. O, in Eis 49 54 a) 
46 
8 , 9 ee Ce, 8% 5: «2 ee ow 18 21 b) 
19 
S wy @ . at « Me sn wo 67 a 
S » 8 ‘4 am, Bi « » Ww 68 — ¢) 
- 8s, 9 “ 9» 9, an Luft bei 20° 

nach 24 Std. 34 — 
ireh ; ”? = ” = 
che ” bs ” “n 
rin 10 ‘ F 0 ms “a . 

n/10-NaOH 5 Std. 30,8° mit Hydrie 
q rungskatalysator 57 — 
— 11 desgl. 15 ,, 30,8° mit Hydrie- 
4 rungskatalysator 25 — d) 
2 12 Soda 5 ,, 30,8° mit frischem 
al: Katalysator 99 133 e) 
nal 12 si 5 ,, 80,8° ohne Kataly- 
ch sator 











172 W. Koschara, 


Ahnlich wie in dem Beispiel sind die in der Tabelle genannten Zahler 
gewonnen worden. 


a) In diesem Versuch liefert dic zweite Autoxydation bessere Ays. 
beuten als im oben genannten Beispiel, nimlich 81°/, des Farbstoffs nach 
der ersten Autoxydation. 


b) Die niedrigen Zahlen bei der Autoxydation ohne Palladium sind 
keine Endwerte. D.h. das Palladium des vorhergehenden gleichartigen 
Versuchs wirkt als Autoxydationskatalysator. 


c) In diesem Versuche ist eine Minderung der Autoxydation durch H,0, 
(Versuch ohne Palladium) nicht zu bemerken. 


d) Die schlechten Autoxydationsausbeuten bei laingerem Schiittely 
mit Luft weisen auf Nebenreaktionen hin, die wahrscheinlich durch dep 
zunichst mit Wasserstoff beladenen Katalysator begiinstigt werden. 


e) Die Sauerstoffaufnahme in diesem Versuch betrug 37°/, des ersten 
Hydrierungswasserstoffs, bei dem folgenden Versuch 46°/). Der hohe Wer 
(133°/,) bei der Rehydrierung ist reell. Es scheinen sich bei der Autoxy. 
dation in Soda Isomere zu bilden, die mehr Wasserstoff aufnehmen, aj 
Uropterin. Wir haben z. B. in einem Versuch ein hydriertes Uropterin in 
Soda mit dem Hydrierungskatalysator autoxydiert und finden dabei nu 
eine 78”"/,ige Fiuorescenzriickkehr. Bei der Rehydrierung werden 440(!)"), 
Wasserstoff aufgenommen, also 4,4 mal so viel als vom Uropterin. Dieses 
Perhydrouropterin ist nicht mehr autoxydabel. Wir halten es fiir wahr. 
scheinlich, daB eine Isomerisation stattfindet, bei der 2 Kerne mit je 
3 Doppelbindungen vom Wasserstoff abgesittigt werden. 


IV. Hydrierung nach Sulfiteinwirkung. Wir benutzen eine Léisung 
von 110 mg Metabisulfit (Merck) in 17 cem sekundirem Phosphat, hergestellt 
unter SauerstoffausschluB, abgemessen fiir die Versuche unter. Stickstof. 
0,2 cem dieser Lésung schlucken in sekundirem Phosphat mit Platin al 
Katalysator in 16 Stunden 134 emm Wasserstoff. Hydriert man 0,670 mg 
Uropterin (Priiparat C der Tab. 3), mit 0,2 ccm der Sulfitlésung in sekun- 
direm Phosphat, so betriigt nach Abzug des oben genannten hohen Leer 
wertes die Wasserstoffaufnahme 222 cmm. Das ist 3,4 mal so viel, als die 
Theorie fiir das 85°/,ige Priiparat verlangt. Es liegt hier offensichtlich 
Reaktionskoppelung vor. Es ist zunichst fraglich, welcher der beiden 
Partner des gekoppelten Systems, Sulfit und Uropterin, von der Koppelung 
profitiert. Da das hydrierte Produkt in diesem Fall nicht autoxydabel ist. 
nehmen wir an, daB ein perhydriertes Uropterin vorliegt, ahnlich wie bei 
dem oben geschilderten Versuch nach Autoxydation in Soda. 


Im Gegensatz zum sekundiren Phosphat verbraucht das Sulfit in 
n/10-Natronlauge keinen Wasserstoff. Es werden im Gegenteil bei Zukipper 
des Sulfits zum wasserstoffgesittigten Katalysator 10 cmm Wasserstoff ent 
wickelt (leichte Vergiftung des Katalysators, Verdriingung des Wasserstoils 
vom Kontakt). Diese Zunahme ist als Leerwert bei den folgenden Ver: 
suchen einkalkuliert. 

Das Uropterinpriiparat ist wieder das Priiparat C (vgl. Tab. 3). 1,259 mg 
des Farbstoffs, gelést in 0,5 cem n/10-NaQH, versetzt mit 0.2 cem Sulfit 
lésung, verbrauchen 117 emm Wasserstoff = 94°/, d.Th. fiir das 85°), ig¢ 
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| Priparat. 1,399 mg Farbstoff in 0,5 cem sekundiirem Phosphat mit 0,2 cem 
 Sulfit versetzt, hydriert in n/2-NaOQH, schlucken 124 emm H, = 90°/, d. Th. 
| 1,342 mg Farbstoff (nicht in der Pistole getrocknet, 72,5°/,ig) in 0,5 cem 
 sekundiirem Phosphat mit 0,2 cem Sulfit versetzt, hydriert in 2 n-HCl. 
Wasserstoffaufnahme 88 cmm = 78°, d. Th. Bei dieser Hydrierung in 
Salzsiiure entzieht sich ein Teil des Farbstoffs der Hydrierung, da das 
Sulfiteinwirkungsprodukt des Uropterins in der Salzsiiure sehr schwer lés- 
lich ist und an der Wand haftet. Diesen nicht hydrierten Rest bestimmen 
wir fluorometrisch, indem wir filtrieren, gut nachwaschen und nun GefiB 
und Filter mit Sodalésung spiilen. Diese Sodalésung enthiilt fluorometrisch 
gemessen 27°/, des eingesetzten Farbstoffs. Die Gesamtausbeute bei diesem 
Versuch ist also 105°/), d.h. auch in Salzsiiure wird Reaktionskoppelung 
vorliegen. Darauf weist auch der ,schweflige“ Geruch der Liésung nach 
' der Hydrierung hin, der im Leerversuch (Sulfit ohne Farbstoff) fehlt. Auch 
| die spiirliche Autoxydation spricht fiir Reaktionskoppelung. 













rster 

Wert V. Bestimmung der Aminogruppen. Wir benutzen zur Bestimmung 
toxy. [fF die manometrische Mikromethode und den Apparat von van Slyke"). Bei 
, als [F der langen Versuchsdauer von mehreren Stunden empfiehlt es sich, statt 
in in [ 2 nur 1 com der Natriumnitritlésung einzusetzen, da mit 2 cem der Druck 


> in der Apparatur unnétig hoch wird. 


Als Testsubstanz wird Guanin bestimmt. Das Hydrochlorid (C.F. Boeh- 
ringer S6hne, Mannheim) wird als Base gefiillt und als Sulfat umkrystalli- 
ar —  siert. Eingesetzt wird Guanin als Base, gelést in n/10-NaOH. Der 
it j¢ B  Stickstoffwert des gereinigten Guanins, bestimmt nach Kjeldahl sowie 

| Kjeldahl-Friedrich, betrigt trotz der Reinigung nur 45,8°/, (Theorie 46,3). 






Das Uropterin war analysenrein und wurde ebenfalls gelést in 


























sung 

ste: | -0/10-Natronlauge eingesetzt. 

tof, 

ak Tabelle 5. 

Img & ———_——- — 

-~ g aie Zeit in | Temp./Abgesperrtes | Druck in] mg NH,-| 4 

- F 8 Stunden} in ° | Vol. in ecem| mm Hg |[Stickstoff a 

} ale 4 — ee Se a) ne ae ———— 

tlich Leerwert 2 | 19,8 0,5 47,3 

iden P 5 18,1 0.5 47.2 

ug " 17'/, | 16,7 0,5 46,2 

ist, J 1,600mg Guanin 5 18,3 0,5 396,4 0,153 9,6 

bi  1600mg 10 | 18,1 0,5 426,1 | 0,164 10,2 
| 0948mge —,, 5 22,5 0,5 240,8 | 0,092 | 9,65 

. we 948mg ,, 5 20,9 0,5 245,2 0,094 9,9 

im Re 0948me 15 20,5 0,5 263,8 | 0,101 {10,6 

pe fF 098mg  ,. 27"), | 18,6 0,5 267 0,103 410,85 

ent #% 1,790mg Uropterin 5 18,3 2,0 159,9 0,247 13,8 

tolls HE 31,790 mg - 5 19,3 2,0 154,9 0,238 |13,3 

ver 790mg, 15 | 22,0 2,0 173,7 | 0,264 [148 
> 0897mg ,, 5 19,6 0,5 307,8 0,118  |13,2 


lit 
ge '') J. of Biol. Chem. 88, 425 (1929). 












174 W. Koschara, Uber die Hydrierung des Uropterins. 


Nach der Nitriteinwirkung zeigen die Lésungen keinerlei UV-Fluo. 
rescenz, weil sie Quecksilbersalze enthalten (aus dem SchiittelgefaB stammend), 
die die Fluorescenz léscben. Entfernt man das Quecksilber durch Schwefel- 
wasserstoff, so sieht man folgende Fluorescenzen. Essigsaure Lésung: ge. 
léscht, Sodalésung: blau, natronalkalische Lésung: gelbgriin. Die Uropterin- 
fluorescenzen sind dagegen: in Essigsiure geléscht, Soda blaugriin, Natron. 
lauge geléscht. 


Zusammenfassung. 


1. Die Reduktion des Uropterins durch Schwefelwasserstoff 
ist mit Sicherheit, die durch Sulfit und Hydrosulfit sehr walir- 
scheinlich begleitet von Nebenreaktionen. 

2. Uropterin ist durch organisch gebundene SH-Gruppen 
reversibel reduzierbar. 

3. Bei der katalytischen Hydrierung nimmt das Uropterin, 
wenn man die Bruttoformel C,,H,,O,N,, zugrunde legt, 3 Mol 
Wasserstoff auf. 

4. Ks wird eine neue Bruttoformel, C,,H,,O,N,,, fiir das gelbe 
Pterin aufgestellt. 

5. Rund 3/, des gesamten Stickstoffs im Uropterin liegt 
als Aminostickstoff vor. 
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Die Wirkung 
des Follikelhormons auf das Blutbild von Meerschweinchen 
und deren Beeinflussung 
durch gleichzeitig verabreichtes Vitamin C. 

Von 
Wilhelm SzéKessy. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét in Budapest.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Oktober 1937.) 


J. Mosonyi’) konnte nachweisen, daf durch die Verab- 
reichung von gréBeren Mengen des weiblichen und des miannlichen 
Sexualhormons in der Leber und in den Nebennieren von Meer- 
schweinchen eine Verminderung des C-Vitaminbestandes hervor- 
gerufen werden kann. Es entstand nun die Frage, ob es sich 
nicht auch in diesem Falle um einen Antagonismus handle, wie 
er zwischen Thyroxin und Vitamin C aufgezeigt werden konnte’). 
Zur Lisung dieses Problems schien die Beobachtung geeignet, 
daB nach Verabreichung von Follikelhormon sowohl im quanti- 
tativen als auch im qualitativen Blutbilde starke Verainderungen 
auftreten. Ich untersuchte deshalb an Meerschweinchen einesteils 
die Verinderungen, die im Blutbilde durch die Kinwirkung von 
Follikelhormon allein entstehen und andererseits die Erscheinungen, 
die sich bei gleichzeitiger Verabreichung von Follikelhormon und 
Vitamin C ergeben. 

Uber das Verhalten des Blutbildes normaler Tiere bei Ver- 
abreichung von gréBeren Dosen Follikelhormon finden sich in 
der Literatur nur 2 Angaben. Arnold, Holtz und Marx’) er- 
hielten bei einer normalen Hiindin, der in 6 tiagigen Intervallen 
6mal je 250000 internationale Einheiten Progynon-B-oleosum 
injiziert wurden, eine starke Abnahme der roten Blutkérperchen 
und eine starke Vermehrung der weiBen. v. Balé und Purjesz*) 


') Diese Z. 242, 158 (1936). 
*) Demole u. Ippen, Diese Z. 235, 226 (1935); Mosonyi, Diese Z. 237, 
173 (1935). 


*) Naturw. 24, 314 (1936). *) Klin. Wschr. 16, 1150 (1937). 
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bekamen bei Hunden, die tiglich 50000 Einheiten Follikelhorm 





(Glandubolin-Richter) verabreicht erhielten, ihnliche Verhiif. 


nisse. Die Zah] der roten Blutkérperchen nahm vom 1. Versuch 


tage an stetig und stark ab, der Himoglobingehalt sank, Anis 
Poikilocytose, und Polychromasie, sowie Normo- und Megaloblaste 
waren in allen Fallen vorhanden; die Leukocytenzahl stieg s¢ 
stark an, Mono- und Lymphocyten verschwanden aus dem Bl 
bilde fast vollstandig, und auBerdem trat eine Linksverschiebuy 
der Granulocyten auf. In den spiiteren Perioden fanden sich j 
steigender Anzahl immer mehr Myeloblasten und Myelocyten. 
Allgemeinverhalten der Tiere gegen die Follikelhormonveral 
reichung war in beiden Fallen auBSerordentlich ungiinstig; i 
Tiere wurden nach kurzer Zeit appetitlos, apathisch und es trata 


auch Blutungen auf. AuBerdem gingen simtliche Versuchstierfif 


sehr bald (nach 11—21 Tagen) ein. 


Methodik. 


Da die in unserem Institute seit lingerer Zeit laufenden Versuche ni 
Follikelhormon an Meerschweinchen zeigten, dab sich diese Tiere gega 


die Wirkung von gréBeren Dosen dieses Hormones scheinbar viel widery, 
standsfihiger verhalten als z. B. Hunde, so schien es angezeigt, die Unter. , 


suchungen des Blutbildes an Meerschweinchen durchzufiihren. Bei da 
Versuchen wurden miinnliche Meerschweinchen verwendet, deren Gewicht 
zu Beginn der Versuchsreihen zwischen 447—700g lag, also durchwe 
erwachsene Tiere. Als Futter erhielten sie Hafer, Heu und Riiben. Di 
Blutentnahme erfolgte nach 24stiindigem Fasten im allgemeinen jeda 
4,—5. Tag, jedoch in zwei abwechselnden Gruppen, so daB die Ergebnis 
der Blutproben in 2 tigigen Abstinden aufeinanderfolgen. Das Blut wurt 


einer Ohrvene entnommen, rote und weife Blutkérperchen gezihlt, dujh 
Himoglobin nach Sahli bestimmt, Blutausstrichpriparate angefertigt unify 


mit May-Griinwald-Giemsa gefirbt. 


4 Tiere erhielten durch 36 bzw. 37 Tage hindurch tiglich 0,2 ccm 
Follikelhormon [Progynon-B-oleosum forte, Schering-Kahlbaum”%)}, aluge 


10000 internationale Benzoat-Einheiten subeutan. Bei einem dieser Tiere 
(Nr. 3) wurde nach der 387. Injektion mit der weiteren Verabreichung du 


Follikelhormons ausgesetzt und das Tier bei normaler Kost durch weiter 
26 Tage hindurch auf sein Blutbild untersucht. 3 Meerschweinchen erhieltet 
als Kontrolle tiglich 0,2 ccm Oleum pedum tauri, 2 weitere Tiere dure 
29 Tage tiglich 50mg Ascorbinsiure in 1 ccm sterilem Wasser gelis, 
subeutan. 4 Tieren verabreichte ich tiglich 0,2 ccm Follikelhormon uni 
gleichzeitig 50 mg Ascorbinsiure. 


*) An dieser Stelle méchte ich der Firma Schering-Kahlbaum A-G® 
in Berlin fiir die mir zur Verfiigung gestellten betrichtlichen Progynot RX 
mengen meinen besten Dank aussprechen. 








lirkung d. Follikelhormons auf das Blutbild v. Meerschweiuchen usw. 


elhorma. Versuchsergebnisse. 


Verhiie |. ; wae 

7 ® Vor Beginn der einzelnen Versuchsreihen wurde das quantitative und 
y ersuch Malitative Blutbild aller zu den Versuchen verwendeten Meerschweinchen 
y Anise stgestellt. Die dabei erhaltenen Werte stimmten, wie aus den Tabellen 













lobl: sichtlich, im allgemeinen mit den Literaturangaben iiberein. Die Zahl 

aste ’ 5 5 

ties selqamet roten Blutkérperchen lag in ihren extremsten Werten zwischen 5,1 
g 


3 6,1 Millionen (im Mittel 5,5) und die der weiben zwischen 7,000—18,500 
, einem Falle 26,500, im Mittel 12,600). Fiir das Hiimoglobin fand ich 
ferte von 82—100°/, (im Mittel 91°), , fiir den Fiirbeindex 0,72—0,98 (im 
ittel 0,84). Im qualitativen Blutbilde 'stellte sich der prozentuelle Anteil 
r Lymphocyten im Mittel mit 50,2°/, heraus. 


am Blu 
chiebuy 
1 sich x 
en. [); 


onveral 
tig; di Das Blutbild nach Verabreichung von Follikelhormon. 
Strate! 4 Schon am 2. Tage nach Beginn der Follikelhormonverabreichung 


ichstierffeten im quantitativen Blutbilde Verinderungen ein (Tab. I). Die Zahl 
der roten Blutkérperchen beginnt sichtlich zu steigen und erreicht ihr 
I Maximum am 8. Tage. Diese Steigerung betrug in einem Falle sogar 
23 Millionen, im Mittel 1,7 Millionen. Vom 9. Tage an aber beginnt die 
Ball der Erythrocyten zu fallen, erreicht am 21. Tage den Ausgangswert, 
gukt dann weiter, um 5 Tage spiiter ihr Minimum (im Mittel 4,8 Milionen) 
1 zeigen. Danach beginnt die Erythrocytenzahl wieder langsam zu steigen 
nd stellt sich am 35. Versuchstage wieder auf den Normalwert ein. Die 
ahl der weiBen Blutkirperchen sinkt vom Einsetzen der Hormonverab- 
feichung an langsam und gleichmiiBig und betriigt am 37. Tage im Mittel 
uw mehr 52,2°), des Ausgangswertes (Absinken von 13,800 auf 1,200). 
er Hiimoglobingehalt zeigt paralleles Verhalten mit der Zahl der roten 
lutkérperchen. Vom ersten Tag an beginnendes Ansteigen mit einem 
axinum am 12. Tage, dann Absinken bis zum Ausgangswerte am 20. Tage, 
in Minimum am 38. Tege und schlieBlich Ansteigen zum Ausgangspunkte 
m Mittel: Ausgangswert 86°/,, Maximum 101°/,, Minimum 75°/,). Der 
firbeindex verhiilt sich ei umgekehrt, und zwar sinkt er von seinem 
Ausgangswerte (im Mittel 0,77) bis zum 8. Tage langsam ab (im Mittel 0,66), 
Bteigt dann wieder an, um am 24. Tage das Maximum bei 0,83 (im Mittel) 
i errecichen und schlieBlich bis zum Ende des Versuches a 0,52 (im 
| littel) abzufallen. 
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* 
*)), als —_ , - ; 
-" ft Im qualitativen Blutbilde kénnen wir feststellen, dab das prozentuelle 
er Tier. 3 :1,..: : . ‘ 
i Serhiltnis der Lymphocyten im Anfange etwas absinkt (in den ersten 

un” § m ‘a c rad } . . ° . 

nel S Tagen von 41 auf 33,5°/, im Mittel), dann bis zum 26. Tage ansteigt 
weitere : — ? 5 - 


d7°/)), in den folgenden 7 Tagen auf 45°/, (im Mittel) zuriickgeht und am 
nde des Versuches 42°/, (im Mittel) zeigt. Die neutrophilen Leukocyten 
zeigen das umgekehrte Verhalten wie die Lymphocyten, und zwar in der 
rsten Phase ein Ansteigen, dann Absinken zu einem Minimum und schlieb- 
lich wieder Riickkehr zum Ausgangspunkte. Die jugendlichen Leukocyten- 
#0rmen zeigen keine nennenswerten Verschiebungen. Auch die Zahl der 
osinophilen Leukocyten zeigt so wie die der basophilen und mononucledren 
Aur ein geringfiigiges Ansteigen in der 2. und 8. Versuchswoche, doch 
ehren alle Werte bis zur Beendigung der Versuche wieder auf den Aus- 
f4ngspunkt zuriick. 
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Label] 


Verabreichung y, 
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~~ 
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180 Wilhelm Székessy, 


Fiir das qualitative Blutbild ist weiter noch das Auftreten von 
stirkerer Aniso-, Poikilocytose und Polychromasie charakteristisch, und 
zwar beginnen diese Verinderungen zwischen dem 22.—24. Tage, also zu 
einem Zeitpunkte, in welchem die Zahl der roten Blutkérperchen unter 
den Ausgangswert sinkt, und halten bis zum Ende der Versuche an. Auf- 
fallend ist ferner das Erscheinen von Normoblasten, das bei allen Tieren 
ungefiihr zur selben Zeit erfolgt (20. Tag) und um so bemerkenswerter ist, 
als in diesem Zeitabschnitte die Zahl der roten blutkérperchen kaum etwas 
unter dem Normalwerte liegt und im extremsten Falle noch immer 4,3 Millionen 
betriigt. Dabei sind aber die Normoblasten in einigen Fillen ziemlich zah| 
reich vertreten, so zeigt z. B. Meerschweinchen Nr. 3 am 33. Versuchstage 
37 Normoblasten auf 100 Leukocyten. Nach dem 33. Versuchstage, an 
welchem die Normoblasten ihren Héhepunkt erreichen, sinkt ihre Zah! 
wieder langsam ab, verschwindet aber bis zum Ende des Versuches nicht 
vollstiindig. Nach dem 20. Tage sind hier und da auch andere unreife 
Blutkérperchen (Megaloblasten, Erythroblasten, Myelo- und Lymphoblasten) 
zu beobachten, die jedoch am letzten Versuchstage wieder vollkommen ver- 
schwunden sind. 

Was das Gewicht der Meerschweinchen wiihrend der Versuchsdauer 
betrifft, so sehen wir, daB im allgemeinen keine besonderen Verinderungen 
eintreten, abgesehen von einer anfinglichen, geringen Gewichtszunahme, 
die ungefiihr am 15. Tage ihren Héhepunkt erreicht und dann wieder zuriick- 
geht. Ausnahmen bilden Tier Nr. 2. und 4., bei welchen sich am letzten 
Versuchstage ein stiirkerer Gewichtsverlust einstellte; beide gingen auch 
bald darauf ein. Im Allgemeinbefinden der Meerschweinchen konnte ich 
wihrend der ganzen Versuchsdauer keine ernstlicheren Gesundheitsstérungen 
feststellen. Die Tiere wurden wohl etwas matter, das Haar wurde struppig 
und verlor seinen Glanz, doch von den von vy. Balo und Purjesz an 
gegebenen Symptomen (Schmerzen an den Injektionsstellen, Appetitlosig- 
keit, allgemeine Kérperschwiiche, Apathie, Blutungen usw., war nichts zu 
bemerken, und auch die beiden eingegangenen Tiere zeigten bis zum letzten 
Tage keine auffallenderen Verinderungen. 

Bei Meerschweinchen Nr. 3 wurde nach der 387. Progynon-Injektion 
die Hormonverabfolgung eingestellt und das Tier wurde bei normaler Kost 
weiter untersucht. In den 4 folgenden Wochen erfolgte Gewichtszunahme, 
die Mattigkeit schwand sehr rasch und auch das Fell erhielt seinen alten 
Glanz und Gliitte. Die Zahl der roten Blutkérperchen stieg noch etwas an 
und die der weiBen kehrte auf den Ausgangswert zuriick. Die Zahlen der 
eosinophilen, basophilen, mononucleiren und die der jugendlichen Leuko 
eyten blieb normal, und auch das Verhiiltnis zwischen neutrophilen Leuko- 
eyten und Lymphocyten stellte sich auf den normalen Wert ein. Aniso-, 
Poikiloeytose und Polychromasie blieben in stiirkerem Ausmafe als normal 
bestehen und verstiirkten sich in den 4 Wochen sogar noch etwas, dagege 
verschwanden die Normoblasten und die iibrigen, unreifen Formen voll- 
stiindig. 

Bei den Kontrolltieren, die bloB das Liésungsmittel, 0,2 eem Oleum 
pedum tauri, verabfolgt erhielten, zeigte sich im Blatbilde interessanter- 
weise ein iihnliches Verhalten, wie bei der mit Follikelhormon ausgefiihrten 
Versuchsreihe, nur sind hier die Unterschiede nicht so stark ausgepriig' 
(Tab. I). Die Zahl der roten Blutkérperchen steigt vom Normalwerte 


ee 





Li. 


Verabreichung von Oleum pedum tauri. 
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Wirkung d. Follikelhormons auf das Blutbild v. Meerschweinchen usw. 18; 


(5.51 Millionen im Mittel) bis zum 10. Tage auf 6,29 Millionen (im Mittel), 
sinkt dann bis zum 21. Tage auf 4,79 Millionen (im Mittel) und geht 
schlieBlich wieder zum Ausgangspunkte zuriick. Die Leukocytenzahl zeigt, 
abgesehen von einigen gréBeren Schwankungen, ein leichtes Abnehmen von 
14,000 auf 10,200 im Mittel. Der Himoglobinwert steigt in den ersten 
10 Tagen von 97 auf 104°/,, sinkt dann bis zum 19. Tage auf 83°/,, um 
schlieBlich am 28. Tage den Wert von 104°/, zu erreichen (Mittelwerte). 

Der Firbeindex sinkt bis zum 19. Tage etwas ab (0,89—0,75 im Mittel), geht 
dann am 21. Tage rasch auf 0,96 (im Mittel) und sinkt nach dem 28. Tage 
wieder auf den Ausgangswert. Die Zahl der Lymphocyten nimmt in den 
ersten 17 Tagen leicht ab (59,5—51°/, im Mittel), steigt dann am 26. Tage 
stark an (79°/,), fallt aber schlieBlich wieder auf dus Ausgangswert zuriick. 
Die Zahl der mononucleiren Leukocyten zeigt in der ersten Periode eine 
kleine Zunahme, die jedoch bald wieder verschwindet. Ahnlich verhalten 
sich auch die stabkernigen. Aniso-, Poikilocytose und Polychromasie ist 
yom 21. Tage an zu beobachten, aber nicht in besonderem Ausmabe. Gegen- 
iiber den mit Follikelhormon behandelten Tieren ist es jedoch auffallend, 
da wihrend der ganzen Versuchsperiode nur 3mal Normoblasten gefunden 
werden konnten, und zwar bei Tier Nr. 6 am 21. Versuchstage 14, am 
28. Tage 1 und bei Tier Nr. 7 am 25. Tage ebenfalls 1 (auf je 400 Leuko- 
cyten), wihrend andere, unreife Blutkérperchenformen vollkommen fehlten. 
Das Allgemeinbefinden der Tiere war wihrend der ganzen Versuchsdauer 
normal. 


Das Blutbild bei gleichzeitiger Verabreichung von Follikelhormon 
und Vitamin C. 


Als Kontrolle fiir das Verhalten des Blutbildes auf Verabreichung 
von Vitamin C allein wurden 2 Meerschweinchen bei der gleichen Kost 
und unter denselben Versuchsbedingungen tiiglich 50 mg Ascorbinsiiure sub- 
cutan injiziert (Tab. III). Bei diesen beiden Tieren traten weder im quanti- 
tativen, noch im qualitativen Blutbilde besondere Veriinderungen auf. Die 
Zahl der roten Blutkérperchen veriindert sich kaum, die der weiBen steigt 
in den ersten 10 Tagen im Mittel von 9,100 auf 15,000 und sinkt dann in 
der Folgezeit wieder auf ungefihr 10, 000. Himoglobinw ert und Fiirbeindex 
zeigen am 14. Tage ein sslewuiiinn Didssten von 82°/, bzw. 0,77, kehren 


jedoch rasch wieder auf den Ausgangswert zuriick. Desgleichen sehen wir 


bei der Zahl der Lymphocyten am 10. Tage ein Absinken von 68,5 auf 
37,5°/), doch wird auch hier am 21. Tage wieder der Normalwert erreicht. 
Auffillig ist, daB bei Tier Nr. 8 von der 14. Injektion an, bei Tier Nr. 9, 
von der 26. Injektion an stiirkere Aniso-, Poikilocytose und Polychromasie 
zu sehen war. AuBerdem treten bei Meerschweinchen Nr. 8 am 14. Tage 
Normoblasten (11 auf 100 Leukocyten) auf, deren Zahl jedoch gegen das 
Ende des Versuches zuriickgeht, und hie und da auch Myeloblasten (im 
Maximum 2 auf 100 Leukocyten). Das Gewicht der Tiere iinderte sich 
wihrend der ganzen Versuchsdauer kaum, doch traten bei beiden Meer- 
schweinchen am 18. Versuchstage starke Ergiisse unter die Haut (blutig- 
serése Fliissigkeit mit sehr wenig Leukocyten) auf, und zwar 2—3 an ver- 
schiedenen Kérperstellen, die bis zum Ende des Versuches nicht zuriick- 
gingen, 
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T 3 7 
Vabellmmy. 
Gleichzeitige Verabreichung Pollikelh 
__Quantitatives Blutbild | Qualitarifutbild 
Ge- q | qi | x 
. vo o — © t 
Ti Datum wicht ag as om om 5 = tae mM | ‘3 
1€F eElokolsos S ao ijwaieiwsi s« 
des des ooo ao 2/ ce = a |e |B | . 
Nr. ; © BS lo Be) wm “= o |&i gio; 4 
Versuches | Tieres 5S BSS 'g4 2 a | % |} Mis 8 
in ~ | BSeali8e| 8 So |mimis£. ¢ 
CS) Bal Balms, & | a |™ a 
10 3. VI.) | 464 | 5,67 | 13,3 | 98 | 0,80 | 2"/, | J, | %, | 1 | 49mm, | 11/, 
10. VI. 440 | 5,21 | 13,9 101 0,97 m 11% | 4%, : 1! 
16. VI.2) | 487 | 4,27 | 165 | 70 | 0,84 | 14/, — J] */,) 2 ey) 
19. VI. 420 | 4,16 | 164 | 56 | 0,67 | 1'/, | /,] 1 | 1%, e | 21, 
23. VI. 489 | 4,15 | 20,9 | 46 | 0,55 | 2'/, | 1%/,] 3/, 11", m3'/, | 1°). 
28. VI. 400 | 3,03 | 29,7 | 22 | 0,387 7 ie | 3 mes TY, 
30. VI. 370 | 2,98 | 15,9 | 27 | 0,45 1 ay — | 1, mij, | 31, 
11 5. VL) | 470 | 6,06 | 7,0 | 98 | 081 | 14, —] 1 [1%] MT), | 4 
10. VI. 442 | 4,80 | 13,4 | 90 | 0,94 Me | 8a | 8/4 | 2, | 05 Bs | 4's 
16. VI“) | 475 | 4,82 | 18,7 | 76 | 0,79 | 17/, | 4% { 1 | "/, | 502 4"), 
19. VL. 454 | 4,54 85 | 72 0,79 ‘i. Met} 1 | M/, | Tmt, | 5°, 
23. VI. 450 | 3,56 | 18,6 51 0,71 2 1 {17/,) 1 | 30 feo! 4 
28. VI. 445 | 4,57 | 12,9 60 0,66 31 MeL | tig | 458 MO, | 84, 
30. VI. 447 | 4,64 | 133 | 53) 0,56 | — = 's, | 3/,) 1 | 3a TON, 
3. VIL. 445 | 4,66 | 15,4 | 50 | 0,53 IP 1 | ¥/, | '/, | 18 feo 411, 
12 5. VIS) | 455 | 5,11 | 15,1 | 82 | 0,80 | 7, | %/, | %/, | 3/, | 57 2 
12. VI.) | 423 | 5,89 | 19,0 | 98 | 9,83 yo} Me lat) 2 | 60) Me"), | 21/, 
17. VI. 428 | 4,25 | 258 | 68 | 0,80 | 24,  —] 4, | 1 | 430 | 2%, 
2 
13 5. VI.2) | 474 | 5,05 | 10,9 | 84 | 0,83 | 3%/, | 1/, | - 1 62 Mel, 1”, 
12. VI.8) | 475 | 5,27 8,1 92 | 0,81 af. Vet Me | 18, | OBR, 2/5 
iY.. Vi. 467 | 4,39 | 14,9 | 66 | 0,75 Me 1 Mo 11/4) 24/4) 40s | Be 


1) Vom 5. VL. tiiglich 10000 B.E. Progynon-B-oleosum u. 50 mg Ascorbinsiur * Auftreter 
Auftrete: 


5) Vom 5. VI. tiiglich 10000 B.E. Progynon-B-oleosum u. 50 mg Ascorbinsiu ye 


*) Vom 5. VI. tiglich 10000 B.E. Progynon-B-oleosum u. 50 mg Ascorbinsiiu i Auftretey 


’) Vom 5. VI. tiglich 10000 B.E. Progynon-B-oleosum u. 50 mg Ascorbinsiiur 


Fiir die eigentliche Versuchsreihe, d. h. gleichzeitige Verabreichung 
von Follikelhormon und Vitamin C, wurden 4 Meerschweinchen eingestellt 
(Tab. IV), von welchen jedoch 2 (Tier Nr. 12 und 13) schon nach der 
13. Hormongabe eingingen, Tier Nr. 10 nach der 26., wihrend das letzte 
(Nr. 11) am 80. Tage getétet wurde; doch hiitte auch dieses Tier wohl kaum 
noch einige Tage gelebt. Die Zahi der roten Blutkérperchen sinkt vom 
Beginn der Verabreichung an ziemlich schnell und stark ab. Die Abnahme 
betrigt bei Tier Nr. 12 und 13 am 13. Versuchstage, also knapp vor dem 
Eingehen, 0,9 bzw. 0,7 Millionen, bei Tier Nr. 11 am 19, Tage 2,5 Millionen, 
am 29. Tage 1,4 Millionen und bei Tier Nr. 10 am 26. Tage 3,7 Millionen. 
Die Zahl der weiBen Blutkérperchen zeigt eine unregelméiBige Zunahme, 
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4 Auftreten von Ergiissen unter die Haut; am 2. VII. eingegangen. 
4 Auftreten von Ergiissen unter die Haut. 

) Auftreten von Ergiissen unter die Haut; am 20. VI. eingegangen. 
p Auftreten von Ergiissen unter die Haut; am 19. VI. eingegangen. 





doch sind die diesbeziiglichen Werte aus einem spiiter zu besprechenden 
Grunde wahrscheinlich falsch, und es diirfte sich in Wirklichkeit ebenfalls 
um eine Abnahme handeln. Die Himoglobinwerte sinken analog der 
Erythroeytenzahl sehr stark ab, und zwar im extremsten Falle bei Tier 
Nr. 10 in 26 Tagen von 98 auf 27°/,. Der Fiirbeindex zeigt dasselbe Ver- 
halten (Tier Nr. 10 in 26 Tagen von 0,80 auf 0,45). Die Zahl der Lympho- 
cyten weist bis zum 24. Tage kaum stirkere Veriinderungen auf, steigt aber 
dann bis zum 29. Tage rasch von 48,5 auf 75°/, an. Der Prozentsatz der 
eosinophilen, basophilen, mononucledren und Jugendformen der Leukocyten 
indert sich wiihrend der ganzen Versuchsdauer nur unwesentlich. Die 
wuffallendste Erscheinung ist jedoch das starke Auftreten von Aniso-, 
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Poikilocytose, Poly- und Oligochromasie, das am 8. Tage begann, sich am 
12. Tage noch mehr verstirkte und schlieBlich bei Tier Nr. 10 am 15. Tage, 
Tier Nr. 11 am 29. Tage und Tier Nr. 12 am 13. Tage derartige Ausmafe 
annahm, daf das Ausstrichpriparat ein ganz eigenartiges Aussehen gewann, 
Am auffallendsten erschien dabei die starke Polychromasie, die dem Pri. 
parate schon makroskopisch eine deutlich blaue Farbe verlieh. Unter dem 
Mikroskope sah man iiberhaupt fast keine normal gefirbten Erythrocyten 
mehr, sondern nur bliuliche und daneben infolge der gleichzeitig yor. 
handenen Oligochromasie fast vollstindig farblose, rote Blutkérperchen, 
Dazu kam das schon am 8. Tage einsetzende Auftreten von Normoblasten, 
die ganz unerwartete Zahlen aufwiesen. So konnte bei Tier Nr. 11 am 
19. Versuchstage 304 Normoblasten auf 100 Leukocyten geziéhlt werden, am 
29. Tage 668 und bei Tier Nr. 10 am 24. Tage sogar 800. Dieses rapide 
Uberhandnehmen der kernhaltigen, roten Blutkérperchen iibte natiirlich 
auch auf das quantitative Blutbild insofern einen EinfluB aus, als sich bei der 
Farbung der weiBen Blutkérperchen auch die Kerne der Normoblasten mit- 
firbten und bei der Zihlung nicht zu unterscheiden waren. In vielen 
Normoblasten konnten auch Kernteilungsfiguren beobachtet werden. Von 
anderen, unreifen Formen wurden noch Megaloblasten (4 auf 100 Leuko- 
cyten) und Myeloblasten (5 auf 100 Leukocyten, im Maximum) gefunden. 
Gewichtsverlust trat bei zwei Tieren auf, wihrend die beiden anderen ihr 
Anfangsgewicht fast unverindert beibehielten. Ergiisse unter die Haut 
waren bei allen 4 Meerschweinchen aufgetreten, und zwar ebenso wie bei 
den mit Vitamin C allein behandelten Tieren. Sonst konnte nur noch ein 
Struppigwerden des Felles und, knapp vor dem Eingehen, allgemeiner Verfall 
festgestellt werden. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Das sonderbare Verhalten des Blutbildes von Meerschweinchen 
nach Verabreichung von gréBeren Dosen des Follikelhormons, das 
wohl am besten durch den sinusartigen Ablauf der Kurve der 
Erythrocyten-, Himoglobin-, Fiarbeindex- und Lymphocytenwerte 
zum Ausdruck kommt, steht in scharfem Gegensatz zu den bisher 
an Hunden erhaltenen Werten. Wodurch dieser Gegensatz be- 
dingt sein diirfte, darauf wollen wir weiter unten zuriickkommen. 
Bemerkenswert sind ferner auch die im Blutbilde der Kontroll- 
tiere zustandekommenden Anderungen, die nach subcutaner Ver- 
abfolgung von Oleum pedum tauri auftraten. Es zeigte sich 
nimlich, daB sowohl das quantitative als auch das qualitative 
Blutbild fast denselben periodischen Veriinderungen unterworfen 
ist, als das der mit Follikelhormon behandelten Tiere, nur mit 
dem Unterschied, daB hier die einzelnen Kurven viel flacher er- 
scheinen. Auch Normoblasten treten auf, aber nur in verschwindend 
kleinen Zahlen. Es muB also gefolgert werden, daB es sich bel 
den an den Follikelhormontieren gefundenen Verinderungen nicht 
um eine streng spezifische Wirkung des Follikelhormons handle. 


a a 

ms 
Ra 
oe 
Boe 
og 
ay 
es 








Wirk 


Alle 
Oleu 
ganz 
die . 
viell 
Vere 
kung 
Frag 
und 

vel6: 
vera 


horn 
bild 

(1.— 
wirk 
und 

Vita: 
verm 
nich 
Kryt 
aultr 
bis 2 
ausg 
clobi 
Das 

Folhi 
dam 
diese 


stim1 
such 
Pur: 
Tats: 
des | 
sind, 
von § 
mark 
horm 









Wirkung d. Follikelhormons auf das Blutbild v. Meerschweinchen usw. 187 








Allem Anschein nach diirfte der durch das Lésungsmittel, das 
Qleum pedum tauri, bedingte Vorgang durch das Follikelhormon 
vanz bedeutend verstiirkt werden. Auf ihnliche Weise, d. h. durch 
die Kinwirkung des als Loésungsmittel verwendeten Oles, diirfte 
vielleicht auch die Tatsache erklirt werden, daB J. Bernard?) auf 
Verabfolgung von in Ol geléstem Teer neben carcinogenen Wir- 
kungen auch Veriinderungen im Blutbilde (Polyglobulie) fand. Die 
Frage, welche Rolle in unserem Falle das Follikelhormon spielt 
und welche das Oleum pedum tauri, soll in weiteren Versuchen 
veljst werden, in welchen das Follikelhormon in wiBriger Lésung 
verabreicht wird. 

Die letzte Versuchsreihe zeigt, daB gleichzeitig mit Follikel- 
hormon verabfolgtes Vitamin C, das fiir sich allein auf das Blut- 
bild keine besondere Wirkung erkennen laBt, in der ersten Phase 
| (1.—9. Tag) den auf die Zahl der roten Blutkérperchen steigernd 
a wirkenden KinfluB des Follikelhormons zu unterdriicken vermag, 
' und daS daher in dieser Periode zwischen Follikelhormon und 
' Vitamin C ein Antagonismus besteht. In der folgenden Phase 
| vermag jedoch die Ascéorbinsiure das Hormon in seiner Wirkung 
> nicht mehr zu hemmen: es kommt zu einem starken Absturz der 
Erythrocytenzahl, wobei Normoblasten in sehr groBen Mengen 
auftreten. Der Himoglobinwert und der Fiirbeindex sinken jedoch 
bis zum letzten Versuchstage stark, was sich auch in der stark 
ausgepragten Oligochromasie kundgibt. Die Neubildung des Himo- 
clobins verliuft daher nicht parallel mit der der Erythrocyten. 
Das Vitamin C diirfte also in der 2. Versuchsphase die vom 
Folhkelhormon hervorgerufene Animie und die in Verbindung 
damit einsetzende Regeneration der Erythrocyten verstiirken. In 
dieser Richtung sind iibrigens weitere Versuche im Gange. 

Die in dieser letzten Versuchsreihe erhaltenen Ergebnisse 
stimmen auffallenderweise mit denen der eingangs zitierten Ver- 
suche von Arnold, Holtz und Marx, ferner von v. Balé und 
Purjesz mit bloBem Follikelhormon an Hunden iiberein. Diese 
Tatsache diirfte darauf hinweisen, da’ — unter Beriicksichtigung 
des Umstandes, daB Hunde Vitamin C zu synthetisieren imstande 
sind, Meerschweinchen aber nicht —, sowohl die letale Wirkung 
von groBeren Follikelhormongaben, als auch die iiber das Knochen- 
mark ausgetibte Beeinflussung des Blutbildes nicht dem Follikel- 
hormon allein zugeschrieben werden darf, sondern da bei diesen 












































*) Ann. Méd. 40, 486 (1936). 
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Wirkungen bis zu einem gewissen Grade auch der Ascorbinsiiure 
eine bedeutende Rolle zukommt. 


Zusammenfassung. 


Bei subcutaner Verabreichung von gréeren Mengen Follikel- 
hormon treten im Blutbilde von Meerschweinchen Verinderungey 
auf, die einen dreiphasischen Ablauf zeigen. Anfangs kann ei) 
Ansteigen der Werte der Erythrocytenzahl, des Hiimoglobins und 
der neutrophilen Leukocyten, sowie ein Sinken des Firbeindex 
und der Lymphocyten beobachtet werden. In der 2. Phase kehren 


sich die Verhaltnisse vollkommen um, um schlieBlich in der 


letzten Versuchswoche (3. Phase) wieder die Ausgangswerte zu er- 
reichen. In der 2. Phase treten auch Normoblasten auf. 

Bei Verabreichung von Oleum pedum tauri zeigt das 5lut- 
bild ein tihnliches, nur weniger stark ausgeprigtes Verhalten wie 
bei Follikelhormonverabreichung. 

Bei gleichzeitiger Verabfolgung von Follikelhormon und 
Vitamin C unterbleibt in der ersten Phase die Polyglobulie, die 
Erscheinungen der 2. Phase sind jedoch verstirkt. Hémoglobin- 
wert und Fiarbeindex fallen aber bis zum Ende des Versuches. 
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Stoffwechselversuche 
mit N-Benzolsulfonyl-N-methyl-«-amino-adipinsaure, 
N-Benzolsulfonyl-N -methy]-1l-asparaginsdure 
und N-Benzolsulfonyl-N-methyl-d-glutaminsaure. 
Von 
B. Flaschentriiger, Karl Bernhard, Paul Faber'*), Hans Waldmann ’”) 
und Christof Wolfensberger’). 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Zirich.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Oktober 1937.) 


Beim intermediiren Abbau von N-Benzolsulfonyl-N-methy]- 
g-aminolaurinsiure konnten wir’) wiederholt kleine Mengen von 
N-Benzolsulfonyl-N-methyl-adipinsiiure (I) aus Hundeharn isolieren. 
Um festzustellen, ob (1) eine Endstufe im Abbau ist, synthetisierten 
wir die in der Uberschrift genannten Verbindungen und priiften 
ihr Verhalten nach subcutaner Injektion der Natriumsalze im 
Stoffwechsel des Hundes. Zwei Verbindungen werden nahezu quanti- 
tativ, die letzte weitgehend, unverindert ausgeschieden. Wir nehmen 
an, daB die Benzolsulfonyl-methyl-amido-Gruppe als kérperfremder 
Rest die Bildung der den Abbau einleitenden Knzymsubstrat- 
Verbindung verhindert, so da8 die zellvertrauten Fermente auch 
von der Seite der nicht blockierten Carboxyl-Gruppe keine 6-Oxy- 
dation bewirken kinnen. Erst bei substituierten héheren Dicarbon- 
siiuren zB. C,, diirfte die Aussicht einer Kettenverkiirzung im 
Stoftwechselversuch bestehen. 

HOOC- CH, -CH,-CH,-CH-COOH 


| (I) 
C,H,-SO,:N-CH, 


Versuehsteil. 


1. Synthese von N-Benzolsulfonyl-N-methy]-«-amino-adipinsaure. 
Adipinsiiure wird mit Thionylchlorid in das Siiure-dichlorid und dieses 
analog nach den Angaben von Clarke und Tayler‘) fiir die Capronsiure 
in den Brom-adipinsiure-diithyl-ester iibergefiihrt. Den Ester setzten wir 
mit Methyl-benzolsulfonamid-natrium®), das durch Erwiirmen mit 10 Mol 
Natrium-Alkoholat und Benzolsulfomethylamid krystallisiert gewonnen und 
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noch feucht weiter verarbeitet wird, im Olbad bei 120° zum N-Benzol. 
sulfonyl-N-methyl-a-amino-adipinsiure-diithyl-ester um, und zwar in einer 
Ausbeute von 68°) d.Th. Nach Verseifen mit Kalilauge wird die Siure 
isoliert. Der Weg iiber die Adipinsiiure erscheint uns heute einfacher als 
das von 8. P.Sérensen‘) gewihlte Verfahren nach §. Gabriel’) iiber den 
Butyronitril-phthalimidmalonester. 


2. Stoffwechselversuch. Ein 9,2 kg schwerer Hund erhilt subcutan 
nach einer 14tiigigen Vorperiode innerhalb von 16 Tagen 10,46 ¢ oder 
71 mg pro Kilogramm-K6rpergewicht und Tag die obige Siure als Natrium- 
salz. Der Harn (10 Liter) wird im Vakuum auf 500 cem eingeengt und sauer 
mit Ather erschépfend extrahiert. Es gelang 17,7 g = 73,8°/, unveriinderte 
reine Ausgangssiure zu isolieren. Nach den Neutralschwefel-Bestimmungen 
betrug die Ausbeute 87,8 °/,. 


3. Darstellung von N-Benzolsulfonyl-N-methyl-l-asparaginsaure. 
Die Umsetzung des bromierten Bernsteinsiiure-diithylesters mit Benzol- 
sulfomethylamid-Natrium gelang hier nicht, da beim Erwirmen mit Alkali 
Zersetzung unserer erwarteten Verbindung in Fumarsiure und Benzolsulfo- 
methylamid eintrat. Wir methylierten N-Benzolsulfonyl-asparaginsiiure *) in 
tiblicher Weise mit Dimethylsulfat. Dabei darf nicht mit Alkali erwiirmt 
werden, da sonst Zersetzung in Fumarsiiure und Benzolsulfo-dimethylamid 
eintritt, neben deutlich nachweisbarer Racemisierung. Die bisher nicht be- 
schriebene analysenreine N-Benzolsulfony|l-N-methy]-l-asparaginsiure schmilzt 
bei 171—173° und dreht in absolutem Alkohol —54°, in 2n-Essigsiiure 
—45° und in Wasser —42°, wobei allerdings die optische Komponente nicht 
mit einer aktiven Base gereinigt wurde. 


C,,H,30,NS (287,2) 


Ber. C 45,97 H 4,56 N 4,88 S$ 11,16 Aquiv.-Gew. 143,6 
Gef. ,, 45,98 ,, 4,54 ,, 4,87 ,, 11,23 . 144,4. 


Die Verbindung ist sehr leicht léslich in Alkohol, Aceton, Essigester, 
léslich in Ather, schwer léslich in Benzol und hei8em Petroliither. In ver. 
diinnten Siiuren ist sie léslicher als in Wasser. Die Alkali-, Erdalkali- und 
Zinkverbindungen sind leicht léslich. Das neutrale Bleisalz ist auch in der 
Hitze schwer léslich. Aus verdiinnter Essigsiure kann das Bleisalz, wohl 
als saures Salz, umkrystallisiert werden. 


4. Stoffwechselversuch mit N-Benzolsulfonyl-N-methyl-l-aspara- 
ginsdure. Nach einer Vorperiode erhielt ein 12kg schwerer Hund in 
16 Tagen 9,7g oder 50,5mg pro Kilogramm-Kérpergewicht und Tag als 
Natriumsalz unter die Haut gespritzt. Die Aufarbeitung des Harns (14,6 Liter) 
ergab im ganzen 8,22 g oder 77°/, reine unveriinderte Ausgangssiure, neben 
0,5 g Hippursiiure. 


5. Darstellung von N-Benzolsulfonyl-N-methyl-d-glutaminsaure. 
Die Verbindung war in der Literatur noch nicht beschrieben, konnte jedoch 
auf dem Weg der iiblichen Benzolsulfonierung und Methylierung hergestellt 
werden. Beim Ansiiuern des Benzolsulfonierungsproduktes fiel nicht die 
freie Siiure, sondern zuniichst ein schwer lésliches saures Salz aus. 


Ber. Na 7,44. Gef. Na 7,26. Aquiv.-Gew. 308,14. 


C,,H,.0,NSNa (809,14) 
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Mit 12°/,iger Salzsiiure kann das saure Salz leicht zerlegt werden zu 


| Benzolsulfonyl-glutaminsiure, und man erhiilt die freie Siure in 80°/, d.'Th., 
F Schmelzp. 129—132°. 


C,,H,,0,NS (287,17) 

Ber. C 45,96 H 4,56 N 4,87 S 11,16 Aquiv.-Gew. 143,58 

Gef. ,, 45,89 ,, 4,65 ,, 4,94 ,, 11,2 m 144,0. 

15,054 mg gelést in 3,074 cem Wasser. a = —0,055°. [a]2??=—1,12°. 
Die Methylierung mit 6 Mol Dimethylsulfat liefert zu 80°/, rohe Benzol- 


| sulfonyl-methyl-glutaminsiure, die nach Verseifen mit alkoholischer Kalilauge 
| und Ansiiuern eine analysenreine Verbindung vom Schmelzp. 138—139° gab. 


C,,H,;O,NS (301,185) 

Ber. C 47,81 H 5,02 N 4,65 8 1064 Aquiv.-Gew. 150,59 

Gef. ,, 47,80 ,, 5,16 ,, 4,70 ,, 10,51 i 150,67. 

157,1 mg in 3,055 cem Athanol gelist. «=—1,48% [a]2% = — 28,8°. 


Die Siure ist in kaltem Wasser etwa 1:50 léslich; in heiBem Wasser, 


Fs Alkohol, Ather leicht léslich, schwer in kaltem Chloroform, gut in heiBem. 
- Am besten wird sie aus Wasser oder Chloroform umkrystallisiert. 


6. Stoffwechselversuch mit N-Benzolsulfonyl-N-methyl-d-glut- 


aminsaure. Ein 8,4 kg schwerer Hund erhielt in 15 Tagen 8,08 g oder 
64mg pro Kilogramm-Ké6rpergewicht und Tag subcutan als Natriumsalz. 
' Aus dem Harn (18,5 Liter) konnten durch Ather-Extraktion 0,53 g = 6,6°/, 
' analysenreine unverinderte Siure isoliert werden. Die Trennung der Ge- 

_ mische machte Schwierigkeiten. Aus den in Vor-, Haupt- und Nachperiode 


angestellten Schwefelbestimmungen lie8 sich errechnen, daB unsere Siure 


| zu 82°/, unverindert im Harn ausgeschieden wurde, da der organisch ge- 


bundene Schwefel im Vergleich zur Vor-, Haupt- und Nachperiode ent- 
sprechend erhéht war. Ein teilweiser Abbau zur C,-Stufe bleibt méglich. 
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Enzymatische Dephosphorylierung von Weizenstiarke. 


(7. Mitteilung iiber enzymatische Amylolyse 
in der von M. Samec und E. Waldschmidt- Leitz 
begonnenen Untersuchungsreihe.) 


Von 


EK. Waldschmidt-Leitz, M. Samee und K. Mayer. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Oktober 1937.) 


Trotzdem Kartoffelstirke und Weizenstiirke sehr nahe- 
kommende Mengen von nicht entfernbarem Phosphor enthalten, 
zeigen sie in ihrem elektro-chemischen Verhalten prinzipielle 
Unterschiede?), M. Samec?’) erklirte diese T'atsache durch die 
Annahme, daB in der Kartoffelstiirke und den ihr verwandten 
Starkearten ein Kohlenhydrat—Phosphorsiure-Ester vorkommt, 
dessen Phosphorsiure-Gruppe sich frei betitigen kann, daB hin- 
gegen in der Weizenstirke ein organischer Phosphorsiiure—Stick- 
stoft-Paarling existiert, in welchem die Phosphorsiure abgedeckt ist. 

Diese Hypothese wurde in der letzten Zeit von anderer Seite 
bestitigt. Kinerseits isolierten KE. Waldschmidt-Leitz und 
kK. Mayer’) aus Gersten- oder Malzausziigen eine amylasefreie 
Phosphatase, welche aus Kartoffelstirke ohne weitergehende Be- 
einflussung des Polysaccharides die Phosphorsiure abspaltet, 
andererseits gelang es T. Posternak*) nach der enzymatischen 
Hydrolyse der Kartoffelstirke eine Tetraose-Phosphorsiure uni 
nach der Saurehydrolyse Glucose-6-Phosphorsiiure zu fassen. Im 
Gegensatz zu Kartoffelstiirke fand '’. Posternak im Saure- 
Hydrolysat von Weizenstiirke «- und /-Glycerinphosphorsiure 
und denkt sich diese in Form von Phosphatiden in der Stirke 
elngelagert. 

Diese lassen sich aus der intakten Weizenstirke durcli 
organische Lésungsmittel nicht entfernen. Wir konnten uns — 
ihnlich wie T. Posternak — iiberzeugen, daB der P-Gehali 
getrockneter Weizenstiirke nach halbstiindiger Extraktion mit 
96°/,igem Alkohol und Ather keine Abnahme erfihrt. 
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In der vorliegenden Arbeit haben wir gezeigt, daB sich 
Kartoffel- und Weizenstirke auch in ihrem Verhalten zu Phos- 
phatasen unterscheiden. Die Amylophosphatase, welche, wie er- 
wihnt, die Phosphorsiure der Kartoffelstirke glatt freimacht, ist 
gegeniiber der Weizenstarke—Phosphorsiiure ohne Wirkung. Die 


i Nierenphosphatase aber, welche bei der Dephosphorylierung der 
 Kartoffelstirke weit hinter der Amylophosphatase zuriickbleibt, 
| spaltet aus der Weizenstiirke tiber 85°/, Phosphorsiure ab*). 


Fiir das Freisetzen der Phosphorsiure aus Kartoffelstirke 


ba geniigt die Spaltung einer Esterbindung; das Freisetzen aus einem 
; : Phosphatid oder einem anderen Phosphorsiure—Stickstoff-Paarling 
: 4 aber erfordert sowohl die Hydrolyse der Glycerin- als auch 
der — vermuteten — N-Bindung. Hierzu scheint im Gegensatz zu 
' der Amylophosphatase nur die Nierenphosphatase befihigt zu sein. 
'. Diese hydrolysiert — wie wir gefunden haben — auch Kreatin- 
" phosphorsiure, welche mit Amylophosphatase nicht reagiert. In 
das vorliegende Bild paBt unsere Beobachtung, daB bei der enzy- 


matischen Dephosphorylierung der Weizenstarke das Reduktions- 


' vermégen nicht steigt, daB aber freie Amino-Gruppen auftreten, 
| wenn auch noch kein sicherer Zusammenhang mit der Abspaltung 
' mineralischer Phosphorsiure gefunden wurde; es ist ohne weiteres 
| denkbar, daB in gewissen Stadien der Hydrolyse die Abspaltung 
_ des N-Anteils der Hydrolyse der Glycerinphosphorsiure voraus- 
- eilt oder hinter dieser zuriickbleibt. 


Nach erschépfender Dephosphorylierung und Abstoppen des 


'  Enzyms durch Erhitzen erhailt man das Polysaccharid teils in 
| Lésung, teils in Form von Flocken. Aus der elektrodialysierten 
| Lésung fallt nach Entfernen der nicht gelésten Fraktion Alkohol 
| von 60°/, einen Starkeanteil von reinblauer Jodfarbe, schwacher 
| Eigenreduktion und der spezifischen Drehung a, =— 195% Der 
_ Anstieg des Reduktionsvermégens nach der Siurehydrolyse la8t 
| auf eine MolekiilgréBe von 30 Glucoseresten schlieBen, ein Ver- 
| teilungsgrad, wie man ihn haufig an zart vorbehandelten Stiirken, 
_ 2.B, an ultrafiltrierten Stirkesolen beobachtet. 


Auch der geflockte Stiirkeanteil hat seine reinblaue Jodfarbe 


| beibehalten. Ein quantitativer Vergleich der Jodfarbe nativer und 
_ dephosphorylierter Weizenstiirke fiihrte zu dem bereits bei Kartoffel- 
_ stiirke gefundenen Resultat, daB die Anwesenheit der Phosphorsiure 
 keinen EinfluB auf die Jodfarbe hat. 





*) Die restlichen 15°/, diirften bei der Ausfillung der Spaltprodukte mit 


. Alkohol mitgerissen werden, so daB sie der Analyse entgehen. 
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Versuche. 
1. Einwirkung von Amylophosphatase. 


1. Ansatz: 220 ccm 2,5°/,iger Kleister*), 20 ccm Acetatpuffer py, = 54, 
12 cem Enzym*). T= 40°, 0,9 Am.Ph.E./1 ccm. 50 cem Verdauungs. 
gemisch + 35 cem Alkohol fiir eine Bestimmung. 





eae 














Reaktionszeit in Stunden mg P in Probe P-Zunahme 
0 0,826 0 
4 0,829 0,008 
24 0,826 0 








2. Ansatz: GréBere Enzymmenge, Zusatz von MgSQ,. 110 ccm Kleister, 
10 eem Puffer, 5 eem m/100 MgSO,, 30 cem Enzym. 

















Reaktionszeit in Stunden mg P in Probe P-Zunahme 
0 1,923 0 
18 1,923 0 








2. Einwirkung von Nierenphosphatase. Nierenphosphatase nach 
Erdtmann hergestellt, frei von Amylase und proteolytischen Enzymen. 

1. Ansatz: 220 ccm Kleister, 20 cem Puffer, py = 5,6, Konzentration 
des Puffers n/1, 12 cem Enzym™**). 





Reaktionszeit | mg P Pp- Zuwachs in °/, | Reduktionsvermégen 
in Stunden |in Probe|Zuwachs | des Gesamt-P in ecem n/10-Jod 
0 0,529 0 0 1,05 
3 0,548 0,019 4,5 1,05 
6 0,557 0,028 6,7 1,05 

24 0,580 0,051 12,3 1,05 














2. Ansatz: Zusatz von MgSO, und Vergleich der Spaltung von Weizen- . 


und Kartoffelstiirke. 110 cem Kleister, 10 cem Puffer, 12 ceem Enzym, 5 cem 
m/100-MgSQ,. 








Weizenstirke Kartoffelstirke : 
Reaktionszeit | ,, Zuwachs in °/, | Reaktionszeit | P Zuwachs in ", 
in Stunden | © | des Gesamt-P in Stunden | | des Gesamt-P 

0 0,573 0 0 0,558 0 
23.5 (0,707. 20,4 23,5 | 0,757 | 16,3 





*) Bereitung vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. K. Mayer, a. a. 0." 
**) Aktivitiit der Nierenphosphatase: 

2cem Glycerophosphat, enthaltend 5 mg P, 

1 cem MgSO, m/100, 

3ecem Veronalpuffer p,,; = 8,8, 

1 cem Enzym, 


ad 25 eem 
Spaltung in 1 Stunde 0,506 mg P. 
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3. Ansatz: Messung der freigelegten Aminogruppen. 50 ccm Ver- 
dauungsgemisch in 5 Portionen nach van Slyke gemessen. 330 ccm Kleister 
30 cem Puffer, 15 cem MgSO,-m/100, 50 cem Enzym. 











Reak- Zuwachs | Van Pisigelente sane: Reduk- 
— mg P] in °/, des ied in °/, der aus dem Gesamt-N | tions- 
Stunden Gesamt-P]  gtoff __berechneten Nay ee vermégen 

0 10,508 0 1,3 0 0,50 
g 0,588] 19,2 1,32 4,55 0,50 
24 10,793] 68,6 1,7 91,9 0,55 

















4,Ansatz: Wiederholung des Versuchs. 330 cem Kleister, 30 ccm 
Puffer, 15 eem MgSQ,, 50 ccm Enzym. 


0 10,894 0 1,58 0 0,50 
15 10,452] 28 1,74 28,6 0,45 
23 10,506] 33,6 1,89 55,3 0,50 
48 |0,557 79,7 2,02 93,6 0,50 
3. Spaltung von Kreatinphosphorsaure. — a) Durch Nieren- 


phosphatase. — Ansatz: 11,5 mg kreatinphosphorsaures Barium in 5 cem 
Wasser, 1 cem n/10- Natriumsulfat, 1cem n/1-Ammoniak-Ammonchlorid- 
Puffer, py = 8,7, 1eem Enzym. 

Verdauungszeit 1 Stunde, 7’ = 30°, Bestimmung nach E. Lenartz”*). 
Spaltung entspr. 59,7°/). 

b) Durch Amylophosphatase. — Ansatz: 8,27mg_ kreatinphos- 
phorsaures Barium in 7 ccm Wasser, 1 ccm n/10-Natriumsulfat, 1 ccm Puffer, 
Po = 8,7, 3 cem Enzym. 

Verdauungszeit 1 Stunde, Bestimmung wie oben. Spaltung: 0,0°/,. 

4, Untersuchung der Spaltprodukte**).— Ansatz: 550 cem Kleister, 
50 cem Pufter, 25 cem m/100-MgSO,, 50cem Enzym. Nach 48 Stunden 
Verdauung waren 85°/, Phosphor abgespalten. Die Viscositiéit war zuriick- 
gegangen, und es hatte sich ein flockiger Niederschlag ausgeschieden. Diese 
Lisung wurde nach Abstoppen des Enzyms durch 15 Minuten langes Ein- 
tauchen in ein siedendes Wasserbad der Elektrodialyse unterworfen wihrend 
24 Stunden. Dabei schied sich keine Gelschicht aus, es bildete sich ledig- 
lich ein weiBer flockiger Niederschlag. Der ausgefallene Niederschlag ist 
durch liingeres Kochen mit Wasser in Lisung zu bringen. Die Jodfarbe 
der klaren Lésung wie auch des gelésten Niederschlages ist rein blau. 

Die dialysierte Lésung wurde mit Alkohol gefillt, bei einer End- 
konzentration an Alkohol von 60°/,. Die Fillung wurde abfiltriert, mit 
Alkohol und spiiter mit Ather eunensiiien und in der Trockenpistole ge- 
trocknet. 





) Ansatz nach Abbau mit 40cem 5°%/,iger Trichloressigsiiure ent- 
eens und filtriert. 20 cem Filtrat (enthaltend 0,417 mg P) mit Ammoniak 
neutralisiert, + 3 ccm Magnesiamixtur + 7ccm 10°/, iges Ammoniak. Nach 
dem Filtrieren wurde der Phosphor der nicht gespaltenen Kreatinphosphor- 
siiure bestimmt. Die Bestimmung ergab 0,249 mg P. 

**) Methodische Details vgl. bei E. Waldschmidt-Leitz u. 
K. Mayer), 
14* 
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Eigenreduktion: 100 mg verbrauchen 0,36 cem n/10-Jod. 

Siurehydrolyse: 100 mg verbrauchen nach Abbau mit verdiinnte 
Salzsiiure 10,87 cem n/10-Jod. 

Daraus berechnet sich ein Kérper mit 30 Glucoseresten. 


Phosphorsiurebestimmung ....... negativ 
Stickstoff nach Kjeldahl ........ 0,26°/, 
van Slyke-Stickstoff ....... 4... + negativ 
Optisches Drehungsvermégen . . . up =— 195°. 


Bestimmung des Stickstoffgehaltes des verwendeten Enzyms, 


1 cem Nierenphosphatase enthielt 0,76 mg Stickstoff. Daraus berechnet 
sich ein Stickstoffgehalt fiir die Fillung von 0,29°/, bzw. bei einer Parallel. 
bestimmung von 0,31 °/). 

5. Vergleich der Jodfarbe der nativen und dephosphorylierten 
Weizenstarke. Ansatz: 50cem einer 0,03°/,igen Liésung von nativer 
bzw. dephosphorylierter Weizenstiirke. 








Schicht- Extinktions- 






































ecm Tabellen- : 

n/10-JKJ}| dicke Ablesung werte Differenz koeff. 
a) Dephosphorylierte Weizenstirke, Nullwert: 33,7..... 0,51 
0,25 3 18,7 0,99 0,48 0,16 
0,5 3 15,9 1,18 0,62 0,207 
0,75 3 13,2 1,28 0,77 0,257 
1,0 3 12,7 1,32 0,81 0,270 
1,5 3 11,2 1,42 0,91 0,303 

b) Native Stirke, Nullwert: 32,0..... 0,55 

0,25 3 17,3 1,05 0,50 0,167 
0,5 8 14,1 1,23 0,68 0,227 
0,75 3 12,6 1,32 0,77 0,257 
1,0 3 12,0 1,36 0,81 0,270 
1,5 3 10,6 1,47 0,92 0,307 

















Im Vergleiche zur Kartofielstiirke nimmt die Weizenstiirke weniger 
Jod auf, d.h. sie braucht weniger, um das Farbmaximum zu erreichen. 
Dementsprechend erreicht die Weizenstiirke aber auch nicht dieselbe Farbtiefe 
wie die Kartoffelstirke. Fernerhin ist auch hier zu sehen, daB die Phos 
phorsiure keinen Einflu8 auf die Jodfarbe hat, da die native wie die dephos- 
phorylierte Weizenstiirke dasselbe Maximum der Jodfarbe ergeben. 
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Uber die Verteilung von Porphyrinen 
zwischen Ather und Salzsiure 
und ihre Anwendung zur Trennung von Porphyringemischen. 
Von 
Kar! Zeile und Benedikt Rau. 
Mit 7 Figuren im Text. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 
und dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Oktober 1937.) 


A. Die Verteilung von Porphyrinen zwischen Ather und Salzsiure. 


Theoretisches. 


Kine haufig angewandte Methode zur Trennung von Derivaten 
des Blut- und Blattfarbstoffs, wie Porphyrinen, Chlorinen, Rhodinen 
usw. ist die Ather—Salzsiurefraktionierung nach Willstitter und 
Mieg'). Sie beruht bekanntlich darauf, daB die genannten “arb- 
stofle zwischen Ather und waBriger Salzsiure bestimmter Konzen- 


| tration bei gegebenen Volumverhiltnissen sich in bestimmter 


: Weise und im allgemeinen verschieden verteilen. Als ein MaB 
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a fiir die ,,Basizitit“ eines solchen Farbstoffes, d.h. die Tendenz 
_ als salzsaures Salz aus dem Ather in die waBrig-salzsaure Schicht 
 iiberzugehen, wird die sog. Salzsiurezahl beniitzt, die diejenige 


Salzsiurekonzentration in Prozenten angibt, die bei einem Volum- 


 verhiltnis von Ather:Salzsiure = 1 zwei Drittel des Farbstoffs 
| dem Ather entzieht. Zur weiteren Charakterisierung dient auBer- 
| dem gelegentlich die ,,Verteilungszahl“, die definiert ist als ,,der 
| Bruchteil einer Substanz in Prozenten, der in Salzsiure von be- 
| stimmter Konzentration unter bestimmten Bedingungen aus ithe- 
| rischer Lésung iibergeht.... Diese Bedingungen sind: 3 mg 


Substanz in einem Liter Ather, 100 ccm Salzsiureschicht?).“ 
Grundsitzlich 148t sich auch mit jeder anderen Siure, die 

zur Salzbildung mit den basischen Pyrrolkernen stark genug ist, 

eine Verteilung zwischen einem organischen Liésungsmittel und 


der sauren wiBrigen Phase erreichen; so wurde von Treibs die 


') Liebigs Ann. 350, 1 (1906). 
*) R. Willstatter u. M. Fischer, Liebigs Ann. 400, 147 (1918). 
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der Salzsiurezahl analoge Phosphorsiurezahl') ermittelt, die je. 
weils den etwa 10fachen Wert der Salzsiurezahl einnimmt. Die 
p,-Zahl*) hingegen, die die Wasserstoffionenkonzentration einer 
wiBrigen Lésung angibt, die ihrem vierfachen Volumen Atherische; 
Lésung die Halfte des Farbstofis entzieht, beschreibt die Salz. 
bildung der Carboxylgruppen, soweit solche im Molekiil vorhandey 
sind; in sie gehen also die Siuredissoziationskonstanten der 
amphoteren Farbstoffe ein. Die tiberwiegende praktische Bedeutung 
kommt jedoch auf jeden Fall der Verteilung der Farbstoffe zwischen: 
Ather und Salzsiure zu. 

Die verschiedenen Farbstoffe lassen sich um so leichter 
trennen, je weiter ihre Salzsaiure- oder Verteilungszahlen aus. 
einander liegen. So macht z.B. die Trennung von Himatoporphyrin 
[HCl-Zahl 0,1°)] und Protoporphyrin (HCl-Zahl 1,90) keine Schwierig. 
keiten; eine Salzsiure von 0,4°/, entzieht demselben Volumen einer 
Atherlésung der beiden Porphyrine etwa 98°/, des Hiimatopor. 
phyrins, aber nur 2°/, des Protoporphyrins. Abgesehen von dem 
theoretischen Interesse an den VerteilungsgesetzmiBigkeiten schien 
nun ihre Kenntnis wiinschenswert als Grundlage fiir eine rationelle 
Trennung solcher Porphyringemische, bei denen die Verteilungs- 
verhiltnisse fiir eine Trennung ungiinstiger liegen, vor allem aber 
auch, um die Grenzen der Leistungsfihigkeit der Methode zu er- 
mitteln. Durch die chromatographische Fraktionierung sind in 
letzter Zeit auch hier neue Méglichkeiten mit Erfolg erédffnet 
worden‘), indes blieb aus praktischen Griinden wohl in allen 
Fallen mit giinstigem Verteilungsverhiltnis die Ather—Salzsiiure- 
fraktionierung bevorzugt, z.B. gerade in den priparativen Ver- 
suchen gréBten MaBstabs im Organ.-chem. Institut der Technischen 
Hochschule Miinchen, ferner bei klinischen Porphyrinbestimmungen. 
wo es sich regelmaBig um sehr geringe Mengen') handelt. Vorteile 
der Ather—Salzsiiurefraktionierung liegen zweifellos in ihrer Ein- 
fachheit und Ubersichtlichkeit, sowie in der Méglichkeit zu weitgeher- 
der Kontrolle und zur quantitativen Riickgewinnung der Substanz. 


1) Liebigs Ann. 476, 7 (1929). 

*) A. Treibs u. Wiedemann, Liebigs Ann. 471, 150, 222 (1929). 

*) C. Oppenheimer u. L. Pincussen, Tabulae Biologicae Periodicae, 
Bd. I (1981). 

4) Vgl. H. Fischer u. Libowitzky, Diese Z. 241, 220 (1936); H. Fi- 
scher u. Hofmann, Diese Z. 246, 15 (1937); J. Waldenstrém, Dtsch. 
Arch. klin. Med. 178, 38 (1935). 

5) Auch in der Waldenstrémschen Methode ist die Chromatographie 
mit der Ather-HCl-Fraktionierung kombiniert. 
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In den unten beschriebenen Versuchen an einigen Porphy- 
rinen war zunichst ihre Verteilung zwischen Ather und Salzsiure 
unter moglichst weitgehend veriinderten Konzentrations- und 
Volumverhiltnissen zu messen. Die Grenzen fiir die Verinderung 
der Versuchsbedingungen waren gegeben durch die MeBgenauig- 
keit, die die verwendete praktische Bestimmungsmethode zuliBt. 
Die aitherischen Porphyrinlésungen wurden mit bestimmten Volu- 
mina iithergesittigter Salzsiiure von genau bekanntem Gehalt 
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und wiBrigen Phase colorimetrisch unter Verwendung geeigneter 
Filter bestimmt. Dabei zeigte sich, da8 in dem meBbaren Kon- 
zentrationsbereich das Verteilungsverhiltnis praktisch unabhingig 
ile — Yon der Gesamtkonzentration des Porphyrins ist. Uber die Er- 
_ gebnisse, die an Deutero-, Meso-, Proto-, Atio- und Phylloporphyrin 
erhalten wurden, geben die graphischen Darstellungen (vgl. Fig. 1-6) 
anschaulich Auskunft. Die Salzsiurekonzentration ist logarithmisch 
auf der Abszisse aufgetragen, der durch die Salzsiure extrahierte 
Anteil des Porphyrins in Prozenten des Gesamtporphyrins auf 
der Ordinate. Jede S-Kurve entspricht einer Versuchsreihe, die 
| bei konstantem Volumenverhiltnis von Ather zu Salzsiiure (jeweils 
iF 5:10, 5:5, 5:1) aufgenommen wurde. Der Charakter von Disso- 
‘b. F  —ziationskurven ist unverkennbar. 
fe Zur Deutung der Verteilungsverhiiltnisse sind folgende Uber- 
legungen anzustellen: In der wiBrig-salzsauren Phase steht, bei 
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idealer Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes, abhingig von der 


HCl- bzw. H-lonen-Konzentration, die Konzentration des Porphyrin- 
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kations mit der des ungeladenen Porphyrins im Gleichgewicht. 
Fiir die tatsiichlichen Verhiltnisse sind die Aktivititen an Stelle 
der Konzentrationen zu setzen. Erfahrungsgemif kommt das in 
unseren salzsauren Lésungen beobachtete zweibandige Porphyrin- 
spektrum dem Porphyrin-dihydrochlorid bzw. dem zweifach ge- 
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Verteilung der Porphyrine zwischen Ather und Salzsiure. Volumverhaltnis 1:1. 


ladenen Kation des Porphyrins zu. Von Treibs?) wurde dieser 
Typ als ,saurer Typ Il“ bezeichnet im Gegensatz zum ,,sauren 
Typ I“, der nur unter besonderen Bedingungen zu realisieren ist 


1) A. Treibs, Liebigs Ann. 476, 1 (1929). 
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und der dem Porphyrin-monohydrochlorid zuzuschreiben ist. Beide 
Typen sind merklich verschieden; eine Beimengung von Mono- 
hydrochlorid konnte spektroskopisch nirgends festgestellt werden, 
immerhin ist eine solche in geringem AusmaB midglich, was nur 
durch eine genaue Aufnahme der Absorptionskurve zu erkennen 
wire. In den folgenden Betrachtungen soll nur das zweifach ge- 
ladene Porphyrinkation beriicksichtigt werden. Das Gleichgewicht 
ist dann auszudriicken durch folgendes Schema: 








pr meconnny Ot 3 4 - a acct 
fw | | | jo w | | 
ema” ai gS ON 
N N N N 
H \ +2Ht H H 
HC 6 <=... |8C CH | 
\ H | a"; \ # H / | 
N N / \ N N/ | 
i a en ee 
a, Sg =e 
1, 3,5, 7-tetramethyl]-2, 4,6,8-tetraithyl-porphin ....... Atioporphyrin 
1,3,5,8-tetramethyl-6,7-dipropionsiure-porphin....... Deuteroporphyrin 


1,3, 5, 8-tetrametbyl-2, 4-diithyl-6, 7-dipropionsiure-porphin Mesoporphyrin 

1,3, 5, 8-tetramethy]-2, 4-diviny]-6, 7-dipropionsiure-porphin Protoporphyrin 

1,3, 5, 8-tetramethy]-2, 4-diithyl-7-propionsiure-y-methyl- 
eee ee ee ee Phylloporphyrin 


Fiir Atioporphyrin, das keine Carboxylgruppe triigt, ist eine 
andere Formulierung nicht méglich, jedoch kénnte man fiir die 
Porphyrincarbonsiuren auch eine Formulierung als Zwitterion in 
Betracht ziehen. Die Léslichkeits- und Spektralverhiltnisse der 
untersuchten Porphyrincarbonsiuren sprechen indes dafiir, dai 
der Zwitterionzustand kein Ausmaf erreicht, das fiir die vor- 
liegenden Fragen eine Beriicksichtigung verlangen wiirde. Als Bei- 
spiel fiir Porphyrine, die als innere Salze durch eine Zwitterion- 
formel wiederzugeben sind, sei auf die Porphyrinsulfonsiuren’) 
hingewiesen (Pyrroporphyrin-monosulfonsiure, Deuteroporphyrin- 
disulfonsiiure), die atherunléslich und wasserléslich sind und deren 
Absorptionsspektrum z.B. in Chloroform dem Typus der Por- 
phyrinsalze zuzuordnen ist. 


Fihrt man fiir die (sehr geringe und unbekannte) Konzen- 
tration des ungeladenen Porphyrins in der wiBrig-salzsauren 


1) A. Treibs, Liebigs Ann. 506, 196 (1933). 
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Schicht die Bezeichnung c, ein’), fir den als HCl-Salz vorhandenen 
Anteil, d. i. das zweiwertige Kation, cp++, so ist, wenn ¢y+ die 
Wasserstoffkonzentration bedeutet nach dem Massenwirkungsgesetz: 


C42? 42 FE 
0 bn Sa 
Cp++ 
unter Beriicksichtigung der Aktivitaten 
fey -(f'en+) 
f"ep+4 

Wenn die Dissoziationskonstanten der beiden salzbildenden 

Pyrrolkerne verschieden sind, so daB8 am Gleichgewicht als 

Zwischenstufe ein einwertiges Kation Pt beteiligt ist, bleibt die 

Form der Gleichung dieselbe, nur sind dann in K die beiden 
Dissoziationskonstanten enthalten. 

Wenn der Verteilungssatz gilt, steht die Konzentration des 

ungeladenen Porphyrins in der wiiBrig-salzsauren Phase im Gleich- 

gewicht mit der des Porphyrins im Ather (c;). Es muB8 gelten: 


(1a) = K, 


Cp 





9 ; — 
(2) ts b. 
Setzt man (2) in (la) ein, so resultiert: 
‘Cull Coa 
(3) ue Hen ® 
f° €p+4 


Der Verteilungskoeffizient Z ist nicht bekannt und wird vor- 
laufig in die Konstante K’ iibernommen. Unbekannt sind weiterhin 
die Aktivitatskoeffizienten f; cp und cp++ sind leicht zu ermitteln, 
letzteres stellt praktisch die gesamte Porphyrinkonzentration in 
der wiBrig-salzsauren Phase dar, da c, zu vernachlissigen ist. 

Die Giiltigkeit des Verteilungssatzes in der angegebenen Form, 
die vor allem durch verschiedene Molekiilaggregationen in den 
beiden Phasen beeintrichtigt sein kénnte, driickt sich darin aus, 
da8 die Verteilungskurven eines Porphyrins bei verschiedenen 
Volumverhaltnissen derselben Gleichung (3) geniigen, d.h. sie sind 
bei gleicher Form parallel auf der z-Achse verschoben, und zwar 
in einem solchen Abstand, daB jeweils bei gleichbleibender HCl- 
Konzentration das Verhiltnis der Porphyrinmengen beider Phasen 
proportional dem Volumverhiltnis derselben ist. Wie im experi- 
mentellen Teil niher gezeigt wird, und wie es aus den Figuren 





1) Die untersuchten Porphyrine sind im ungeladenen Zustand in Wasser 
auBerordentlich wenig léslich. 
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hervorgeht, ist dies tatsaichlich der Fall, so daB damit die strenge 
Giiltigkeit des Verteilungssatzes als Voraussetzung fiir die all- 
gemeine Giiltigkeit der Gleichung (3) erwiesen ist. 

Fiir den Fall der idealen Giiltigkeit des Massenwirkungs. 
gesetzes, d.h. wenn die Aktivititskoeffizienten gleich 1 wiren, 


ergibe sich ein Kurvenverlauf, wie ihn die gestrichelte Kurve auf 


Fig.6 angibt. Die Tatsache, daB mit wachsender HCl-Konzentra- 
tion der Kurvenverlauf ein steilerer wird, wie es aus dem Ver- 
gleich der Kurven fiir Proto- und Atioporphyrin deutlich hervor- 
geht, steht in Ubereinstimmung mit der Tatsache, da8 mit 
wachsender HCl-Konzentration die Aktivitat der H-Jonen (nach 
durchlaufenem Minimum) kriftig ansteigt’), was auch eine relative 
VergréBerung von cp++ in Gleichung (3), also einen steileren 
Kurvenverlauf verlangt. Fiir die Abweichung der Kurven von der 
idealen M.W.G.-Kurve im Gebiete niedriger HCl-Konzentrationen 
miissen wohl allein die Einfliisse der vorliufig unbekannten Akti- 
vitatskoeffizienten der anderen Reaktionsteilnehmer verantwortlich 
gemacht werden. In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, 
daB das Verteilungsverhaltnis eines Porphyrins bei einer bestimmten 
HCl-Konzentration praktisch unabhaingig von der Gesamtkonzen- 
tration des Porphyrins ist, wie es im experimentellen Teil niiher 
gezeigt wird. 

Da die Aktivitatskoeffizienten fiir die verschiedenen Formen 
des Porphyrins, die am Gleichgewicht beteiligt sind, nicht bekannt 
sind, wurde nach einem empirischen Ausdruck gesucht, der mit 
den experimentell bestimmbaren GréBen den Verlauf der Ver- 
teilungskurven wiederzugeben erlaubt. Ein solcher, der inner- 
halb des untersuchten Bereichs mit guter Anniherung gilt, ist 


Gleichung (4): a 
(4) : P* “HCl at K” 





Darin ist ¢yq die Konzentration der Salzséure und (fiir die 
untersuchten Porphyrine) » eine Zahl > 2. mn als MaB fiir die 
Neigung einer Verteilungskurve laBt sich aus zwei (oder mehreren) 
Kurvenpunkten ermitteln, fiir die nach (4) je eine Gleichung auf- 
zustellen ist. Durch Logarithmieren erhalt man: 








*) Landolt-Boérnstein, 3. Erg.-Bd., III, 2139 (1986). 
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wo die Indizes jeweils den beiden Kurvenpunkten zugehéren. 
1 @ ZB. wurde zur Berechnung von n bei Mesoporphyrin von den 

| 5 Punkten (vgl. Fig.3) P, und P,, P, und P,, P, und P,, paar- 
weise verwendet, die die Werte 2.09, 2,13 and 2, 10 fiir n lieferten. 
| Zur Berechnung des endgiiltigen Mittelwertes ‘warden allerdings 
if (nur Werte verwendet, die aus MeBpunkten zwischen der 20- und 
| 80°/,-Achse gewonnen waren, da sich MeBfehler bei der Berech- 
nung von » um so starker bemerkbar machen, je mehr dieses 


Verhiltnis von 1 abweicht. Fiir die drei Porphyrine Meso-, 


t Deutero- und Phylloporphyrin wurden n-Werte erhalten, die fiir 
) [die verschiedenen Porphyrine nicht mehr divergierten als fiir ein 
» (— einzelnes, so daB man fir die drei Porphyrine innerhalb der 
. [E Fehlergrenzen denselben n-Wert 2,12 + 0,02 annehmen kann. 
- — Fir Protoporphyrin ist mit einer Streuung von + 0,03, fiir Atio- 


| porphyrin + 0,04 zu rechnen. Die in den Figuren ausgezogenen 
' Kurven sind unter Zugrundelegung der in Tab. 1 wiedergegebenen 
' n-Werte gezeichnet. 
a . , P - : 
Kk” ist einfach zu ermitteln, wenn er aliens 1 gewahlt wird; 
1 P 
| dann ist K” = cyc,. Da aber, wie man sieht, K” von » abhiangig 
ist, ist es zweckmaBig, zur Festlegung der Kurven im Koordinaten- 


system eine von » unabhangige Konstante H = VK" = Cyc zu 
wihlen, die also die HCl-Konzentration angibt, bei der das Konzen- 
trationsverhaltnis von Porphyrin in Ather: Porphyrin in HCl =1 
ist. Anschaulich ergibt sich diese Konstante H als Abszisse des 
Wendepunktes der Verteilungskurve, die fiir das Volumverhiltnis 
Ather: HCl =1 gilt, oder als HCl-Konzentration, bei der 50°/, 
des Porphyrins dem gleichen Volumen Ather entzogen werden. 
Hf mége demnach als Halbierungszahl bezeichnet werden. 

Durch H und n sind siimtliche Verteilungskurven eines Por- 
phyrins nach Lage und Neigung festgelegt; die Definition ist eine 
rationellere und umfassendere als durch die ,,Salzsiurezahl“, die 
sich iibrigens ohne weiteres aus den Kurven ablesen laBt. 

Tab. 1 gibt die Werte fiir » und H wieder, auch sind die 
Salzsiiurezahlen nach friheren Bestimmungen’) und wie sie sich 
aus den Kurven ablesen lassen, aufgefiihrt. 

Durch die Zerlegung von (’ nach Gleichung 3 in L und K 
wird auch der bisher in diesem Zusammenhang hiutig gebrauchte 


 C.Oppenheimer u. L. Pinkussen, Tabulae Biologicae Periodicae, 
Bd. I, 1981. 
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Tabelle 1. 
EE ease ees SA |p ee 
orpoyrin Vv ix Sas me 8 * acs a alzsaurez 
ad molar HCl | °/, HCl ws 
Phyllo-. . ..| 2,12 00617 | 0,22 0,31 | 0,35) 
Deutero- ... 2,12 0,0713 | 0,26 0,36 | 03 
Meso- .... | 2,12 01180 | 0,485 0,60 | 0,5 
Proto. .... | 244 0,3920 | 1,48 190 | 2 
Me. 4 i 3,42 05890 | 2,15 268 | 3 


Begriff der ,,Basizitit“ geklart. Ix ist als Dissoziationskonstante 
allein ein MaB fir die Basizitit, wihrend ZL, davon unabhiingig, 
einfach ein MaB der Verteilung des ungeladenen Porphyrins 
zwischen Ather und Salzsiiure ist, d. h. ein MaB fiir das Verhiiltnis 
seiner hydrophoben und hydrophilen Eigenschaften. So wird die 
verhiltnismibig groBe KonstanteH des Atioporphyrins (entsprechend 
seiner hohen Salzsiurezahl) in erster Linie auf einen hohen Wert 
von L zuriickzufiihren sein, was ausdriickt, daB mangels Carboxy!- 
gruppen die hydrophilen Eigenschaften des Atioporphyrins im Ver- 
haltnis zu seinen hydrophoben geringer sind als bei den anderen 
untersuchten Porphyrinen. Ahnlich steigt auch die Salzsiurezahl 
von Porphyrincarbonsiuren betrichtlich, wenn der hydrophile Kin- 
flu8 der Carboxylgruppen durch einen Vorgang, der die Basizitit 
der salzbildenden Pyrrolkerne nicht unmittelbar beriihren kann, 
nimlich durch die Veresterung, ausgeschaltet wird. 

Als praktische Folgerung aus der Aufnahme der Verteilungs- 
kurven ergibt sich die Méglichkeit einer rechnerischen Kontrolle 
des Trennungsganges bei der Fraktionierung von Porphyrinen. 
Wie im experimentellen Teil am Beispiel eines Gemisches von 
Deutero- und Mesoporphyrin niher gezeigt wird, laBt sich aus 
den Verteilungskurven ein fir die praktische Trennung giinstiges 
Konzentrationsgebiet der Salzsiiure entnehmen. Es sei hier be- 
sonders darauf hingewiesen, dab auf Grund der Giiltigkeit des 
Verteilungssatzes dem Volumverhiiltnis Ather:Salzsiure dieselbe 
Bedeutung wie der Salzsiurekonzentration zukommt, d.h. durch 
Anwendung eines gréBeren Salzsiiurevolumens wird derselbe Effekt 
als mit einer Konzentrationserhéhung der Salzsiiure erreicht und 
umgekehrt. Bei entsprechender Anordnung der Fraktionierung 
laBt sich eine Mischung der beiden Porphyrine zu gleichen Teilen 
in zwei Anteile auftrennen, die Meso- und Deuteroporphyrin je- 
weils auf ein Verhialtnis von etwa 3:1 angereichert enthalten. 





1) Entnommen aus Tab. Biol. Period. 
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In diesen Fraktionen 148t sich nach einem einfachen Schema von 
der bereits angereicherten Komponente die andere systematisch 
weiter abtrennen, wobei ein Teil der bereits iiberwiegenden Kom- 
ponente verhiltnismiBig einfach auf eine hohe Reinheitsstufe ge- 
bracht werden kann, wahrend der andere Teil wieder in ein un- 
giinstigeres Mischungsverhiltnis mit der zweiten Komponente gerit, 
aus dem, falls es zweckmiBig erscheint, neuerdings die Anreiche- 
rung vorgenommen werden kann. So ist es méglich, mit etwa 
60 Ausschiittelungen aus dem Gemisch 1:1 ungefahr '/, des Meso- 
porphyrins in einem Reinheitsgrad von 98,7°/, zu erhalten; 40 Aus- 
schiittelungen liefern etwa 45°/, des Mesoporphyrins in 95°/, iger 
Reinheit. Zugleich werden aber auch durch dieses Beispiel die 
Grenzen der Anwendbarkeit der Ather—Salzsiurefraktionierung 
aufgezeigt. Da die Anzahl der Operationen mit der Annaherung 
der Verteilungskonstanten zweier Porphyrine rasch wichst, wird fiir 
praktische Verhiltnisse mindestens ein Unterschied in den Kon- 
stanten wie zwischen Deutero- und Mesoporphyrin zu fordern sein. 


Versuche. 


Aufnahme der Verteilungskurven. Zur Verwendung kamen reinste 
mehrfach umkrystallisierte Porphyrinpriiparate; Meso-, Deutero- und Phyllo- 
porphyrin wurden als Methylester durch Schmelzpunktskontrolle auf Reinheit 
gepriift (die Verseifung wurde mit 20°/,iger HCl vorgenommen). Die Her- 
stellung der Porphyrinitherlésungen, die in gréBeren Mengen vorritig ge- 
halten “wurden, geschah durch Neutralisation salzsaurer Porphyrinlésungen 
mit NaOH und Ausschiitteln mit Ather. Mit geeignet starker HCl wurden 
jeweils etwa 10°/, des Porphyrins dem Ather entzogen und verworfen. 
Die Hauptmenge des Porphyrins wurde mit stirkerer HCl extrahiert, 
so daB noch etwa 10°/, des Porphyrins im Ather verblieben, die ebenfalls 
verworfen wurden. Die Hauptmenge des Porphyrins wurde nun endgiiltig 
mit NaOH in Ather iibergefiihrt. Um die Bildung iibersiittigter Lésungen 
zu vermeiden, wurde mit destilliertem Wasser so lange ausgewaschen, ‘bis 
keine Flocken an der Grenzfliche Ather-Wasser mehr auftraten. Ferner 
wurde etwa 1/, des Volumens an wassergesittigtem Ather zugegeben. Der 
Porphyringehalt wurde nach Extraktion einer Probe mit HCl durch Ver- 
gleich mit einem Standard in gleichkonzentrierter HCl bestimmt. Von jeder 
Atherlésung wurde eine 4fach verdiinnte hergestellt. 

Zur Aufnahme der Verteilungskurve beim Volumvyerhiiltnis Ather: 
HCl = 1:1 wurden jeweils 60 cem der Atherlisung, die aus einer 400 cem- 
Biirette abgelassen wurden, mit 60 ccm iithergesiittigter Salzsiiure 5 Minuten 
lang ausgeschiittelt. Nach vdélliger Trennung der beiden Phasen wurde 
die Salzsiiure vorsichtig abgelassen. Die auf diese Weise gewonnenen 
Porphyrinlésungen seien im folgenden als ,,Extrakte‘‘ bezeichnet. Von den 
zuriickbleibenden Atherlésungen, als ,,Rest“ bezeichnet, wurden 50 cem mit 
der Pipette entnommen und mit 50 cem oder weniger einer starken Salzsiure 
ausgeschiittelt, die bei einmaliger Ausschiittelung das Porphyrin praktisch 
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restlos dem Ather entzog. Bei Atioporphyrin wurde 10%,ige, bei den iibrigey | 


Porphyrinen 5°/,ige Salzsiure verwendet. Als Standard fiir jede Biirettep. 
fiillung wurde jeweils eine salzsaure Porphyrinlésung hergestellt durch 
Extraktion von 50 eem Atherlésung mit 50 cem 5°/,iger, bzw. bei Atio. 
porphyrin 10°/,iger HCl; sie enthilt also 100°/, Porphyrin als Summe yop 
,Extrakt“ und ,,Rest“. Der Vergleich der Porphyrinlésungen erfolgte colori. 
metrisch. Voraussetzung fiir die Richtigkeit eines solchen Vergleichs ig 
die Giltigkeit des Beerschen Gesetzes, das sich durch Vergleich von 
Porphyrinlésungen, die durch verschiedene Verdiinnung einer Stammlésung 
gewonnen wurden, bestiitigen lieB. Ferner ist fiir den Vergleich die Ein. 
haltung derselben HCl- konzentration in beiden Proben wichtig, da sich die 
Absorptionsspektren mit steigender Salzsiiurekonzentration rotwiirts ver. 


schieben und so eine andere Lage zum Filterbereich einnehmen. Die ™ 


Porphyrinextrakte, die mit wechselnder HCl-Konzentration gewonnen wurden, 
muBten also vor der Messung auf eine HCl-Konzentration von 5 bzw. 10°, 
gebracht werden. 

Die Ablesungen im Colorimeter erfolgten unter Zwischenschaltung yon 
Filtern, deren optische Schwerpunkte bei 500, 530, 550, 570 und 610 mu 
lagen. Am geeignetsten erwies sich das Filter 530, Ablesungen mit den 
anderen Filtern dienten zur Kontrolle. Da bei steigender HCl-konzentration 
der Porphyringehalt der ,,Reste“ gering wird, bei sinkender HCI-konzentration 
der der ,,Extrakte“, wurden jeweils umgekehrt nur die ,,Extrakte“ bzw. die 
este’ zur Messung herangezogen, jedoch wurde auch zur Messung ver- 
diinnter Reste eine Konzentrierung dadurch vorgenommen, daB der Restiither 
mit einem kleineren Volumen als 50 ccm (25 oder 10 cem) Salzsiure aus- 
geschiittelt wurde. Zur Festlegung von Punkten um die Kurvenmitte 
wurden sowohl Reste als Extrakte gemessen, deren Summe 100°, des 
Porphyringehaltes ergeben muB. Tab. 2 gibt ein Beispiel fiir eine solche 
Bilanz, wie sie fiir einen MeBpunkt des Deuteroporphyrins aufgestellt wurde. 


Tabelle 2. 


Extraktion einer iitherischen Deuteroporphyrinlésung (67,3 mg/Liter) mit 
gleichem Volumen 0,22°/,iger Salzsiure 














Rest. 58,19! 59,4°/, 57,2, 
Extrakt ... 2... 41,20 41,8 42,0 
NE: 6 sam, “ead ae | 99,3 °/, | 101,2°/, | 99,2°/, 


Von den um die Kurvenmitte liegenden Punkten wurden z. IT’. 6 oder mehr 
Werte aufgenommen; sie wurden zur Berechnung des ,,mittleren Fehlers 
des Mittelwertes“ verwendet, der sich bei einer beobachteten Abweichung 
bis zu + 1,3°/, vom Mittelwert zu +0,6°/, ergab. (Bei Atioporphyrin sind 
wegen der geringeren Léslichkeit die Ablesungen weniger genau.) Mebhrere 
Werte eines Kurvenpunktes sind in der Figur als senkrechte kurze Striche 
eingezeichnet, deren Liinge den mittleren Fehler markieren soll, die iibrigen 
Werte sind als einfache oder Doppelpunkte eingezeichnet. 

Zur Aufnahme der Verteilungskurven fiir ein Volumverhiltnis Ather: 
Salzsiiure = 50: 100 und 50:10 wurden jeweils 60 cem Ather mit 120 cem 
bzw. 12,5 eem Salzsiiure ausgezogen. 
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Prifung der Giiltigkeit des Verteilungssatzes. Vergleicht man 
bei einer bestimmten HCl-Konzentration die auf den drei Kurven 
eines Porphyrins liegenden eho ag pig so liBt sich bei 
Giltigkeit des Verteilungssatzes aus Gl. 3 entnehmen, daB die 


'Porphyrinkonzentrationen im Ather und in der Salzsiure un- 
‘abhangig vom Volumverhiltnis sein miissen, daB also die Porphyrin- 


mengenverhiiltnisse proportional den Volumverhiiltnissen sein miissen, 
Bedeuten P die jeweilige Porphyrinmenge im Ather und P** in 


‘der Salzsiure, so gilt: 


P\.(P ys ea 
for arr}, (ars he aera 


| wobei die Indices I, IJ und III die Zugehérigkeit zu den ent- 
'sprechenden Kurven eines Porphyrins bedeuten. Greift man z. B. 


auf dem Schaubild fiir Mesoporphyrin (Fig. 3) auf der Ordinate 


fir 0,5°/,ige HCl auf den drei Kurven die Werte heraus, so er- 


gibt sich ein Verhiltnis: 


27,5 43,0 79,0 _ a ee 
72.5 ° B70 57,0 ° 21,0 = 0,38 : 0,755 : 3,76 = 0,503:1:4,98. 


| Abnlich 148t sich auf beliebigen anderen Ordinaten und bei den 
‘anderen Porphyrinen die Giiltigkeit des Verteilungssatzes nach- 
| weisen. 


AuBerdem wurde festgestellt, daB die Verteilung praktisch 


/unabhingig von der Gesamtkonzentration der Porphyrine ist. Das 
'bedeutet, daB das Verhiiltnis der Aktivitiitskoeffizienten bei 
| Konzentrationsiinderungen dasselbe bleibt. Von jedem Porphyrin 
‘wurden die Verteilungswerte, die mit einer 4fach verdiinnten 
'Stammlésung erhalten wurden, mit denjenigen der Stammlésung 
'verglichen. Die Grenzen fiir die Variierung der Porphyrin- 


konzentration sind nach oben durch die Léslichkeit, nach unten 


durch die fiir die colorimetrische Messung zu verlangende Farb- 
| intensitiit gezogen. Tab. 3 gibt die bei verschiedenen Porphyrin- 
_ konzentrationen erhaltenen Verteilungswerte wieder. 


Rationelle Porphyrinfraktionierung. Der Arbeitsgang, der auf Grund 


' des gewonnenen Zahlenmaterials zu einer méglichst rationellen Trennung 
' eines Porphyringemisches fiihrt, libt sich am besten an Hand eines Beispieles 
| darlegen: Es handle sich um die Trennung eines Gemisches von gleichen 
| Teilen Meso- und Deuteroporphyrin. Aus dem Verlauf der Verteilungs- 


kurven geht hervor, da® im salzsauren Extrakt bis zu einem Grenzwert das 


| Mengenverhiiltnis der Porphyrine um so mehr auf die Seite des Deutero- 
| porphyrins verschoben ist, je geringer die Salzsiurekonzentration ist; in der 


Atherschicht verschiebt sich dagegen das Mengenverhiiltnis auf die Seite 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCL. 15 
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Tabelle 3. 
oF ate. : Anfingliche Por- Porphyrinrest ~~ 
Porphyrin HCl Cae phyrin- -Konzentration| Ather (°/, Gesamt- 
in °/, im n Ather (mg/Liter.) _ Porphyrin) 
re 2 
BO. 6 2,72 —. ae 
hao 7 
Deutero- . 0,22 ak so 
Dy ’ 
Meso-. . . 0,47 ri pm 
? ae 
Qge¢ . 
Proto-. . . 1,01 se a 
b V9 
69,3 51,2 
- 9 ? ’ 
Phyllo- . . 0,22 17,0 50,2 











des Mesoporphyrins mit steigender Salzsiiurekonzentration bis zum selben 
bzw. reziproken Grenzwert. Dieser Grenzwert liegt in dem betrachteten 
Beispiel bei einem Mengenverhiltnis von ziemlich genau 3:1. Bei der 
praktischen Trennung wird man eine Salzsiiurekonzentration wihlen, die 
bei der Ausschiittelung ein Mengenverhiiltnis liefert, das dem erreichbaren 
Grenzwert zwar moglichst nahekommt, dabei aber trotzdem noch priparatiy 
brauchbare Mengen der anzureichernden Komponente zu fassen erlaubt 
in unserem Fall sei es eine 0,155°/,ige Salzsiiure. Nach einmaligem Aus- 
schiitteln einer Atherlésung des Porphyringemisches mit 1 Volumen der 
Salzsiiure verbleiben im Ather 90°/, Meso- und 75°/, Deuteroporphyrin, 
dementsprechend in der Salzsiure 10°/, bzw. 25°/,. Wird nun das im Ather 
verbleibende Porphyringemisch mit 0,67°/,iger Salzsiure durechgeschiittelt, 
das ist diejenige Konzentration, die nach den Verteilungskurven Deutero- 
und Mesoporphyrin umgekehrt wie oben dem Ather eben im Verhiitnis 90: 75 
entzieht, so bleiben sx = 7,5°/, Deuteroporphyrin und a = 22.5%), 
Mesoporphyrin im Ather, in die Salzsiiure gehen demnach von jedem Por- 
phyrin 67,5°/,. Auf diese Weise kann bei mehrmaliger Wiederholung des 
Verfahrens praktisch die Gesamtmenge des Porphyrins aufgeteilt werden 
in zwei Anteile, von denen der eine Meso- und Deuteroporphyrin im Ver- 
hiltnis 22,5:7,5 = 3:1, der andere im Verhialtnis 10:25 = 1:2,5 enthiilt. 
Es 1aBt sich leicht errechnen, daB bei 8maliger Wiederholung der Operation 
96°/, des Gemisches aufzuteilen sind. Nach dieser Auftrennung sind in 
einem Anteil 76,5°/, Deutero- und 30°/, Mesoporphyrin enthalten, im anderen 
23,5 °/5 Deutero- hed 70°, Mewmpoushytin, bezogen auf je 100°/, der ein 
gesetzten Porphyrinmengen. 


Ist nun die Isolierung des Mesoporphyrins beabsichtigt, so wird zweck- 
mibig folgendermafen verfahren: Die an Mesoporphyrin reiche Fraktion 
wird einer Serie von Ausschiittelungen mit je 1 Vol Ather aus 0,67°/,iger 
Salzsiiure unterworfen. (Um die quantitative Uberfiihrung der mesoreichen 
Fraktion, die im Ather vorliegt, in 0,67°/,ige Salzsiiure zu umgehen, wird 
einfach die Atherlésung mit 0,67°/,iger Salzsiiure ausgeschiittelt und der 
Restiither als erster Extrakt der Serie gewertet.) Durch 8 Atherextraktionen 
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werden 90°/, des vorliegenden Mesoporphyrins und 57°/, des Deuteropor- 
phyrins der Salzsiiure entzogen; von unserer Mischung (70 bzw. 23°/, der 
Gesamtmenge) finden sich im Ather 63 bzw. 13,2°/,. Das Verhialtnis 
Meso-: Deuteroporphyrin ist also nunmehr rund 5:1. Wiederholt man die 
Serienausschiittelungen der auf diese Weise anfallenden Gemische mit 
steigender Reinheit jeweils aus 0,67°/,iger Salzsiiure im ganzen 5mal, so 
erhilt man eine dtherische Lésung, die 41°/, des Gesamt-Mesoporphyrins 
und 2°/, des Deuteroporphyrins, also das Mesoporphyrin in 95°/,iger Rein- 
heit enthilt. Eine Tmalige Wiederholung liefert 33°/, des Mesoporphyrins 
in 98,7°/,iger Reinheit. 

Ganz analog gestaltet sich die Anreicherung des Deuteroporphyrins, 
wobei umgekehrt die deuteroreiche Fraktion in einzelnen Serien mit Salz- 
siure ausgeschiittelt wird, was zu einer Anreicherung von Deuteroporphyrin 
in der Salzsiure fiihrt. Es ist eine Frage des beabsichtigten Zwecks, wie 
weit die Reinigung getrieben und wieviel von dem Gemisch aufgeteilt 
werden soll. Fiir eine [dentifizierung des Mesoporphyrins ist die Aufspaltung 
wie die oben beschriebene mit 5 Extraktionsserien ausreichend. Sie wurde 
an einem kiinstlichen Gemisch gepriift (Schmelzpunkt des Mesoporphyrin- 
esters nach Imaliger Umkrystallisation 212° unkorr.) und in einem prak- 
tischen Fall, wie weiter unten mitgeteilt, mit Erfolg angewandt. 


B. Einige Anwendungen der Ather—Salzsiure-fraktionierung 
’ von Porphyrinen. 
1. Uber die Trennung von Proto-, Deutero- und Koproporphyrin. 


Abgesehen von dem Atherunléslichen Uroporphyrin sind im 
wesentlichen Kopro-, Proto- und Deuteroporphyrin klinisch von 
Bedeutung. Obwohl die einfache Trennungsmdéglichkeit dieser 
Porphyrine durch die Ather—Salzsiiurefraktionierung auf der Hand 
liegt und zweifellos haufig angewandt wird, sind keine auf klinische 
Zwecke abgestellte, ausreichend systematische Angaben dariiber 
bekannt geworden. Die genaue Kenntnis der Verteilungsgesetz- 
mibigkeiten erlaubt es nunmehr, einen einfachen Trennungsgang 
auch quantitativ zu begriinden. 

Er beruht darauf, da Protoporphyrin von Kopro- und 
Deuteroporphyrin durch Ather—HCl-Fraktionierung getrennt wird, 
die Trennung von Kopro- und Deuteroporphyrin ist durch Aus- 
schiitteln einer schwach salzsauren Liésung der Porphyrine mit 
Chloroform méglich, wobei das Deuteroporphyrin in Chloroform 
iibergeht und Koproporphyrin in der salzsauren Phase zuriickbleibt?). 


') Boas (Klin. Wschr. 11, 1051 (1932); 12, 589 (1933)] und Dobriner 
J. of Biol. Chem. 113, 1 (1936); 120, 115 (1937)] geben eine Trennung von 
Proto- und Deuteroporphyrin mittels Chloroform-Salzsiiure an; Protopor- 
phyrin zeigt aber unter diesen Bedingungen saures Spektrum in Chloro- 
form, auch “laBt es sich regelmiBig einer Phase nicht vollig entziehen, wo- 
durch die Verhiiltnisse uniibersichtlich werden. 
15* 
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Es soll von einer iitherischen Lisung des Gemisches der dre; 
genannten Porphyrine ausgegangen werden. Wird diese 4ma| 
mit je '/, ihres Volumens 0,54°/,iger iithergesittigter HCl aus. 
geschiittelt, so gehen praktisch das gesamte Deutero- und Kopro. 
porphyrin in die Salzsiure, wiaihrend Protoporphyrin praktisch 
vollig im Ather bleibt’). Aus diesem kann es durch 2 maliges 
Ausschiitteln mit dem 5. Teil des Volumens 8°/,iger Salzsiiure 
quantitativ zur colorimetrischen oder fluorometrischen Bestimmung 
in salzsaure Lésung gebracht werden. Selbstverstiindlich miissen 
die zur Bestimmung verwendeten Vergleichslésungen dieselbe HC!- 
Konzentration aufweisen. 

Die salzsaure Lisung, die noch Kopro- und Deuteroporphyrin F 
enthilt, wird durch starke Natronlauge auf einen HCl-Gehalt yon F ni 
0,1—0,15°/, neutralisiert und mehrmals mit Chloroform er. J 
schépfend ausgeschiittelt. Das Deuteroporphyrin, das quantitatiy 
in das Chloroform iibefgeht, kann daraus mit 5°/,iger Salzsiure 
fiir die optische Konzentrationsbestimmung ausgeschiittelt werden. 
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Soll das Koproporphyrin direkt in der schwach salzsauren Rest- Uk 
lésung bestimmt werden, so ist der Vergleichsstandard nicht nur de: 





in bezug auf die Salzsiure-, sondern auch die durch die Neutrali- 
sation bedingte Kochsalzkonzentration, sowie durch Siattigen mit § © 
Ather und Chloroform der Untersuchungslésung anzugleichen. f Re 

Selbstverstiindlich muB mindestens die spektroskopische Beob- F_ 
achtung das Vorliegen der entsprechenden Porphyrine in den ein- 
zelnen Fraktionen kontrollieren, wenn nicht eine Darstellung der 
Porphyrine als Ester in Substanz erfolgen soll. Die spektroskopische 
Kontrolle fiihrte in einem Fall, iiber den im folgenden berichtet 
wird, zur Auffindung des bisher in biologischem Material nicht 
beobachteten Mesoporphyrins in einer Fraktion, in der nach den 
bisherigen Erfahrungen nur Deuteroporphyrin zu erwarten war. 
Allerdings ist mit dem eben beschriebenen einfachen Trennungs- 
gang die Abtrennung des Mesoporphyrins von Deuteroporphyrin 
nicht zu erreichen; in der Mittelfraktion befindet sich in einem 
solchen Fall im wesentlichen die Summe von Deutero- und Meso- 
porphyrin, genauer, vom letzteren nur 87°/,, wihrend die restlichen 
13°/, in der Protofraktion erscheinen. 





1) Fiir genaue Auswertungen ist zu beriicksichtigen, dafb vom Deutero- 
porphyrin 95,7°/, in die Salzsiiure iibergehen und vom Protoporphyrin 
95,4°/, im Ather bleiben. Der Fehler fiir Koproporphyrin ist zu vernach- — 
lissigen. . 
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2. Isolierung von Mesoporphyrin IX aus Menschenkot. 
Zur Verfiigung stand ein Eisessig—Atherextrakt, der von 


= Herrn Dr. Brugsch am Nymphenburger Krankenhaus Miinchen 


aus etwa 200 Stuhlproben, insgesamt etwa 2 kg Stuhl, von Personen 
mit verschiedenen Leberkrankheiten gesammelt worden war und 
uns giitigst iberlassen wurde. Nach dem Auswaschen eines braun- 
roten Farbstoffes ohne definiertes Absorptionsspektrum ergab eine 
grobe HCI- Atherfraktionierung eine geringe Menge (etwa 0,35 mg) 
eines Porphyrins, das in seinen spektralen und Tigahiehilieltes 
eigenschaften mit Koproporphyrin iibereinstimmte, ferner eine Spur 
yon Protoporphyrin (I. Abs., Bande 632 mu). Von der Hauptmenge 
des Porphyrins (colorimetrisch zu etwa 4 mg bestimmt) wurde zu- 
nichst nach den vorliegenden Erfahrungen und auf Grund der 
Fraktionierungsgrenzen erwartet, daB es sich um Deuteroporphyrin 
handle, der Vergleich der Porphyrinfraktion mit Deuteroporphyrin 
ergab jedoch fiir die erstere eine deutliche Rotverschiebung der 
Absorptionsbanden um etwa 2 mu. Dagegen war praktische 
Ubereinstimmung mit Mesoporphyrin vorhanden. Eine Veresterung 
des Materials ergab ein’ krystallisiertes Produkt, das aber unschart 
bei 192° schmolz. Bei der geringen zur Verftigung stehenden 
Menge schien weiteres Umkrystallisieren nicht die geeignete 
Reinigungsmethode zu sein, vielmehr wurde mit den inzwischen 
gewonnenen Grundlagen iiber die Porphyrinverteilung nach der 
Wiederverseifung eine nochmalige scharfe Fraktionierung durch- 
gefiihrt. Dabei konnte auf Grund der Ermittlung der Salzsiurezahl 


| von der Annahme ausgegangen werden, daB es sich im wesentlichen 


um ein im Verteilungsverhalten dem Mesoporphyrin sehr dhnliches 
Porphyrin handeln miisse, das von einem Porphyrin mit niedrigerer 
Salzsiurezahl begleitet sei. Die atherische Lisung des Gesamt- 
porphyrins wurde nun wie oben (S. 209) beschrieben, einer dmaligen 
Serienausschiittelung aus 0,67°/,iger Salzsiure unterworfen. Die 
Atherextrakte, die 1,5 mg Porphyrin enthielten, wurden eingeengt 
und mit Methylalkohol—Salzsiure verestert. Der Ester schmolz 
nunmehr bei 211° (unkorr.) und gab mit Mesoporphyrin-[X-Di- 
methylester (Schmelzp. 213° unkorr.) keine Depression. Angesichts 
der Ubereinstimmung auch der iibrigen Eigenschaften (Absorptions- 
spektrum, Verteilungsverhalten) kann an der Identitat mit Meso- 
porphyrin IX kein Zweifel sein. Damit ist zum erstenmal Meso- 
porphyrin in biologischem Material aufgefunden worden. 

In den Fraktionen, die an der Begleitkomponente reicher 
waren, konnte dann tatsichlich eine deutliche Verschiebung der 
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Absorptionsbanden, besonders der ersten, in Richtung des Deutero. 
porphyrins wahrgenommen werden. Aus dem ganzen Verlauf der 
Fraktionierung laBt sich also schlieBen, daB die Hauptfraktioy 
aus dem untersuchten Kotporphyrin eine Mischung von ety 
70°/, Mesoporphyrin und 30°/, Deuteroporphyrin war. Eine solche 
Mischung zeigt, wie wir uns iiberzeugten, keine wahrnehmbare 
Spektralverschiebung gegeniiber reinem Mesoporphyrin. 

Wir suchten in Proben aus ihnlichem Kotmaterial weiter 
nach Mesoporphyrin, jedoch war die anfallende Fraktion so gering, 
daB sich eine Aufarbeitung nicht lohnte. Immerhin mag kiinftig 
das Auftreten von Mesoporphyrin in entsprechenden Fraktionen 
beriicksichtigt werden. 

Das Vorkommen von Mesoporphyrin ist iibrigens nicht iiber- 
raschend angesichts der Reduktionsvorgiinge im Darm. Seine 
Bildung, die nur aus Protoporphyrin denkbar ist, steht in volliger 
Analogie zu der Reduktion von Phiophorbid zu Mesophiophorbid, 
das von H. Fischer’) im Schafdarm aufgefunden wurde; in beiden 
Fiillen werden Vinylgruppen in Athylgruppen umgewandelt. 


Isolierung von Koproporphyrin I aus Patientenharn. 

In diesem Zusammenhang sei noch iiber die Darstellung von 
Koproporphyrm I aus Patientenharn berichtet, obwohl hier die 
Ather—Salzsiiurefraktionierung nicht im Vordergrund des Interesses 
steht. Von H. Fink?) wurde bereits die Isolierung von Kopro- 
porphyrin I aus normalem Harn unter Anwendung der adsorptiven 
Filtration beschrieben. Wir isolierten dasselbe Porphyrin aus den 
Sammelharn von Leberkranken, der uns freundlicherweise aus dem 
Nymphenburger Krankenhaus Miinchen durch Herrn Professor 
Kiimmerer iberlassen wurde. 50 Liter desselben wurden nach 
dem von J. Waldenstrém) angegebenen Verfahren durch Adsorp- 
tion an Al,O, aufgearbeitet. Rohextrakt etwa 5 mg Porphyrin, 
colorimetrisch bestimmt. Anwesend waren noch briunliche Farb- 
stoffe, die sich nach dem Abstumpfen mit Na-Acetat bis zur 
schwach kongosauren Reaktion mit Chloroform ausschiitteln lieBen. 
Nach Zugabe von mehr Acetat ging das Porphyrin selbst i 
Chloroform iiber. Dieses Verhalten ist fiir Koproporphyrin un- 
gewohnlich und diirfte nur durch begleitende Verunreinigungen 
verursacht sein; als es spaiter in reinem Zustand vorlag, war ¢s 





1) H. Fischer u. Hendschel, Diese Z. 206, 255 (1932); H. Fischer 
u. Stadler, Diese Z. 139, 170 (1936). 

2) H. Fink u. W. Hoerburger, Naturw. 22, 292 (1934); Ber. chem. 
Ges. 70, 1477 (1937). 8) D, Arch. Klin. Med. 178, 38 (1935). 
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vollig chloroform-unléslich. Fir die Zuverlissigkeit der oben be- 
schriebenen Kopro-Deuteroporphyrintrennung iiber Chloroform ist 
es wichtig, darauf hinzuweisen, daB auch das unreine Kopro- 
porphyrin, wie auch solches aus anderen Harnen aus 0,1 °/,iger 
HC 1 nicht in Chloroform iiberging. Nach Ather—Salzsiure- 
reinigung und Veresterung mit Methylalkohol—Salzsiure wurde 
ein Ester vom Schmelzp. 242° erhalten, der mit Koproporphyrin I- 
ester keine Depression ergab. Spektrum und Salzsiurezahl waren 
ebenfalls mit denen des Koproporphyrins I identisch, so da8 das 
Vorliegen dieses Porphyrins feststeht. 


8. Isolierung von Porphyrinfraktionen aus fossilen Krokodilkoprolithen. 


Bei den von Prof. Weigelt in der eoziinen Braunkohle des 
Geiseltales durchgefiihrten Ausgrabungen wurden in der Nihe von 
Tierleichenfeldern mineralisierte, offenbar von Krokodilen stammende 
Exkremente gefunden, die einen geringen Porphyringehalt aufwiesen 
im Gegensatz zu ihrer Umgebung, die frei von Porphyrin gefunden 
wurde. R.Fikentscher hat in Proben das Porphyrin spektro- 
skopiert und in der Lage der Absorptionsbanden Ubereinstimmung 
mit Koproporphyrin gefunden!), Es war von Interesse, das Por- 
phyrin, dessen Alter auf etwa 30 Millionen Jahre geschitzt wird 
und das aus verhiltnismiBig hoch organisierten Tieren stammen 
diirfte, niher kennen zu lernen. Herr Dr. Fikentscher hat uns 
gréBere Mengen des Koprolithenmaterials von Herrn Prof. Weigelt 
vermittelt; beiden Herren sei auch an dieser Stelle bestens 
gedankt. 

Vorversuche hatten ergeben, daB in den Koprolithen pro Kilogramm 
etwa 1 mg Porphyrin enthalten ist, so daB also eine priparative Aufarbeitung 
méglich erschien, und weiterhin, da8 die Extraktion des Porphyrins am 
ergiebigsten verliuft, wenn es im Koprolithenmaterial mit Methanol-HCl 
verestert wird, wobei ein weitgehender Aufschlu8 der mineralisierten 
Bestandteile erfolgt. Zur Entfernung von Zaponlack, der zur Konservierung 
als Imprigniermittel verwendet worden war, wurde das gemahlene Material, 
im ganzen 5kg, mit Ather extrahiert. Je 1 kg wurde nun mit 6 Liter Methyl- 
alkohol angeschlimmt und unter hiufigem Schiitteln und Kiskiihlung wurde 
3—4 Stunden trockener Chlorwasserstoff eingeleitet. Nach etwa 12 Stunden 
wurde der ungeldste Riickstand auf méglichst groBem Filter abgesaugt. 
Auf dem Wasserbad wurde der Methylalkohol vom Filtrat abdestilliert und 
der Riickstand getrocknet. Nach dem Zermahlen wurde er in der Hiilse 
etwa 4 Stunden bis zur Erschépfung mit Chloroform extrahiert. Der ein- 
geengte Chloroformauszug wurde unter Zugabe von 2 Liter Ather mit 
400 cem 10°/,igem Ammoniak durchgeschiittelt, die ammoniakalische Lésung 
wiederum 2 mal ausgeiithert. Der porphyrinhaltige Ather wurde mit 


, Sauk: Anz. 103, 289 (1933). 
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20°/,iger HCl ausgezogen, durch Stehenlassen tiber mehrere Tage wurde 
das veresterte Porphyrin verseift. Die weitere Reinigung von vielen ge. 
firbten Beimengungen erfolgte durch 6fteres Hin- und Hertreiben zwischen 
Salzsiiure und Ather. Anhaltspunkte fiir die Gegenwart carboxylfreien 
Porphyrins ergaben sich nicht, das gesamte Porphyrin war laugelislich, 
Eine Fraktionierung zeigte sofort, da8 sich das Porphyrin aus mindestens 
drei Fraktionen zusammensetzte. Wie Fig. 7 zeigt, liegen zwei Fraktionen 
(II und III, 2,25 und 1,8 mg), von denen die Verteilungskurven wieder. 
gegeben sind, in offenbar einheitlichem Zustande vor, wihrend eine dritte 
Fraktion mit niedriger HCl-Zahl (I, 1,6 mg) bis jetzt nur als Gemisch mit 
Fraktion II abgetrennt werden konnte. An der Fraktion II fiel ihre yon 
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Fig. 7. 
Porphyrinfraktionen aus Koprolithen. Volumverhiltnis 1:1. 


Mesoporphyrin praktisch nicht unterscheidbare Verteilungscharakteristik aut, 
so daB der Gedanke an eine Identitiit mit Mesoporphyrin IX nahelag. 
Veresterung ergab ein schén krystallisiertes Produkt mit dem Schmelzp. 189° 
unkorr., der auch beim Umkrystallisieren konstant blieb und der ausgepriigte 
Depression mit Mesoporphyrin-1X-ester (Schmelzp. 214°) sowie Mesopor- 
phyrin-VI-ester (Schmelzp. 199°) und Mesoporphyrin-XI1-ester (Schmelzp. 217" 
zeigte. Um nicht weiter Material opfern zu miissen, verzichteten wir auf 
weitere Schmelzpunktsproben. Vielleicht kénnte die py-Fluorescenzkurve 
noch Hinweise auf die Zugehérigkeit zu einem Porphyrintyp bringen. 

Die Fraktion III fallt durch ihr gegen die gewéhnlichen Blutfarbstoftt- 
porphyrine blauwirts verschobenes Absorptionsspektrum auf. (I. 620,2; 
II. 566,3; ILI. 529; IV. 498 mu). Solche Verschiebungen treten mit Ab- 
nahme der Substituentenzahl am Porphyringeriist auf. Eine Identifizierung 
mit Deuteroporphyrin kommt, abgesehen von der wahrnehmbaren spektro- 
skopischen Verschiebung, wegen der abweichenden Verteilungskurve nicht 
in Betracht, ebensowenig mit Deutero-Atioporphyrin, das als carboxyltreies 
Porphyrin nicht alkaliléslich ist. Die beste spektroskopische Ubereinstim- 
mung besteht mit einem kiirzlich von H. Fischer und W. Gleim’) dar- 


1) H. Fischer, F. Doyle u. W. Gleim, Liebigs Ann. 525, 42 (1936). 
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gestellten tetrasubstituierten Porphyrin, der Porphyrin-1,3,5,7-tetrapropion- 
siure; die geringfiigigen Unterschiede in den angegebenen MeBwerten waren 
beim Ubereinanderprojizieren nicht deutlich wahrnehmbar. Damit ist natiirlich 
nichts Niheres iber die Substituenten des fraglichen Koprolithen- porphyrins 
ausgesagt, es ist nur in hohem Mae wahrscheinlich, daB ein Porphyrin 
mit weniger als sechs Substituenten vorliegt. Kin solches ist unter den 
gegenwirtig natiirlich vorkommenden Porphyrinen nicht bekannt. 

Es ist die Frage, ob diese geringe Substituentenzahl von 
Anfang an im Porphyrin vorhanden war, oder ob im Laufe der 
Zeit ein Abbau eingetreten ist. Betrachtet man die Stabilitat 
der Seitenketten in Porphyrinen, wie sie z. B. im Erdél gefunden 
wurden), und die noch zum Teil den verhiltnismaiBig labilen aus 
dem Chlorophyll stammenden isocyclischen Ring tragen, so er- 
scheint ein nachtriiglicher Abbau der Seitenketten, jedenfalls 
solcher Seitenketten, wie sie in recenten Blutfarbstoffderivaten 
vorliegen, als wenig wahrscheinlich, d. h. das fossile Porphyrin 
wire von anderer Art gewesen als unsere heutigen. Die Frage, 
warum von dem jedenfalls in aufSerordentlich viel gréBerer Menge 
vorhandenen Blutfarbstoff jener Tiere nichts mehr erhalten ist 
und nur noch das Porphyrin ihrer Exkremente, ist wohl damit 
zu beantworten, daB das komplex gebundene Metall des Blut- 
farbstoffes eine grundsiitzliche Anderung in den chemischen Kigen- 
schaften bedingt, wie es ja auch zahlreiche Beispiele iiber die 
erhéhte Reaktionsfahigkeit der Metallkomplexsalze gegeniiber den 
freien Porphyrinen dartun. 


Zusammenfassung. 


An einigen Porphyrinen wurden die GesetzmaBigkeiten ihrer 
Verteilung zwischen Ather und Salzsiiure ermittelt. Die Ver- 
tellungscharakteristik liBt sich durch einen einfachen allgemeinen 
Ausdruck mit zwei Konstanten wiedergeben. Mit den quantitativen 
Krgebnissen lieBen sich allgemeine Gesichtspunkte fiir eine rationelle 
Porphyrintrennung ableiten, die in praktischen Fallen durch- 
sefihrt wurde. Es wurde ein einfacher Trennungsgang fiir die 
klinisch wichtigen Porphyrine Kopro-, Deutero- und Protoporphyrin 
quantitativ begriindet, ferner wurden Mesoporphyrin aus patho- 
logischem Kot und zwei Porphyrinfraktionen aus fossilen Kopro- 
lithen isoliert. 


') A. Treibs, Liebigs Ann. 509, 103 (1934); 510, 142 (1934). 































Farbreaktionen der Sexualhormone. 
Von 
Karl Voss. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Oktober 1937.) 


Vor langerer Zeit berichteten O. Gerngross, K. Voss und 
H. Herfeld iiber eine hochempfindliche Farbreaktion auf p-sub- 


stituierte Phenole?), wobei am Schluf der Ausfiithrungen darauf 


hingewiesen wurde, daB auch das Follikelhormon eine schwach 
positive Farbreaktion mit 1-Nitroso-2-Naphthol und Salpetersiiure 
lieferte. Ferner haben E. Schwenk und F. Hildebrandt?) bei 
der Beschreibung verschiedener Farbreaktionen der Follikelhormone 


erwihnt, dab bei der Anwendung der Nitrosonaphtholreaktion auf 


Follikelhormon ein bliulich-roter Farbstoff entsteht, der sich mit 
Amylalkohol ausschiitteln liBt, wihrend beim 06-Follikelhormon 
sowie bei einem aus den Krystallisationsmutterlaugen des Follikel- 
hormons isolierten Stoff, der nach den Vermutungen der Autoren 
mit Equilin identisch zu sein schien, keine positiven Farbreak- 
tionen erzielt werden konnten. Die hieraus von den genannten 
Autoren gemachter SchluBfolgerungen iiber die Konstitution der 
verschiedenen Follikelhormone waren der AnlaB zu einer Ver- 
6ffentlichung von Dirscherl und Hanusch iber die Nitroso- 
naphtholreaktion beim Equilin und Equilenin*), die bei beiden 
K6rpern eine griine Farbung, welche im weiteren Verlauf der 
Reaktion in ein dunkles Rot iiberging, erhielten. Die erhaltene 
Liésung war nach ihrem Befund dichromatisch, in dicker Schicht 
rot, in diinner Schicht z. B. an der Oberfliche oder beim Schiitteln 
an den Glaswiinden blaugriin und verblaBte in gréBerer Verdiinnung 
fast vollstiindig. Die Verfasser hielten daher die Nitrosonaphthol- 
reaktion beim Equilin und Equilenin fiir negativ und kamen zu 
dem SchluB, daB der Geltungsbereich dieser Farbreaktion ein- 
zuengen ist, da durch die von Cohen, Cook, Hewett und Girard 


1) Ber. chem. Ges. 66, 435 (1933). 
2) Biochem. Z. 259, 240 (1933). 3) Diese Z. 233, 183—28 (1935). 


Bk te PION TCR Eg eee nbn aga oes Rae Fhe Ti eeu Pl rae ae 


ed 
ee aes 
ae 
ba 
eo 


sa nitiks oie 


ee ee eee ae 
EES OR Bites oat 


pee tt 





ee 
+ m4 ¢ 


Th Es 


et TF TPH) &, ee 


== = 


CS bee TL) TP a 2a) 








und 
‘Sub- 


rau 


vach 
dure 
) bei 
10ne 
aut 
mit 
mon 
kel. 
ore 
oak. 
iten 
der 
/er- 
)S0- 
den 
der 
ene 
cht 
eln 
ing 
ol- 
zu 
in- 
rd 






Ge 





Sc Pye aes RN et 


eee 





Farbreaktionen der Sexualhormone. 219 


yerwirklichte Uberfiihrung des Equilenins in 7-Methoxy-1,2-cyclo- 
penteno-phenanthren’) eine Verwandtschaft zum 6-Naphthol bewiesen 
war und somit eine positive Farbreaktion erwartet werden konnte. 

Bei der Uberpriifung der Versuchsergebnisse obengenannter 
Autoren durch eigene Untersuchungen wurde gefunden, daB die 
seinerzeit von Gerngross, Voss und Herfeld angegebene Aus- 
fihrungsform der Nitrosonaphtholreaktion fiir die gegen konzen- 
trierte Reagentien hochempfindlichen Sexualhormone ungeeignet 
ist und die charakteristischen, deutlich voneinander verschiedenen 
Farbreaktionen dieser Stoffe nicht hervortreten lift. Es wurde 
deshalb eine fir die Sexualhormone und andere empfindliche 
Stoffe geeignete Modifikation der Nitrosonaphtholreaktion aus- 
gearbeitet und an reinsten Praparaten ausprobiert. Zur Unter- 
suchung wurden Androsteron, Corpus-luteum-Hormon, «-Follikel- 
hormon, Equilin und Equilenin verwendet. Die Farbreaktion 
wird am besten so ausgefiihrt, daB man etwa 1 mg Substanz in 
3 Tropfen Alkohol unter gelindem Erwarmen lést und dann mit 
Wasser auf 10 ccm verdiinnt, wobei zumeist eine schwach triibe 
Suspension entsteht. Von dieser Hormonsuspension wird 1 ccm 
in einem Reagenzglase mit 1—2 Tropfen einer 0,1°/,igen, alko- 
holischen Nitrosonaphthollésung und 5 Tropfen konzentrierter 
Salpetersiure (d = 1,4) versetzt, die so priparierte Probe in ein 
Becherglas mit siedendem Wasser gestellt und beobachtet. Um 
die Unterschiede in der Reaktionsfihigkeit bei den einzelnen 
Sexualhormonen deutlich zu zeigen, werden diese in der be- 
schriebenen Weise vorbereitet und dann gleichzeitig in ein 
Becherglas mit siedendem Wasser getaucht. Hierbei zeigen 
Androsteron und Corpus-luteum-Hormon keine Farbreaktion, 
wihrend sich «-Follikelhormon tief rot, Equilin blaustichig rot 
und Equilenin blauviolett firbt. Wihrend die Probe mit a#-Follikel- 
hormon nur langsam verblaBt, wird bei weiterem Erwarmen die 
rote Equilinprobe zuniichst blauviolett, dann griin, schlieBlich gelb 
und die blaue Equileninprobe nimmt zunichst’ einen griinen und 
dann einen gelben Farbton an. Die anschlieBend auftretenden 
Verfiirbungen bei Equilin und Equilenin stehen vielleicht in Zu- 
sammenhang mit Veriinderungen im Bau der Molekiile dieser 
Stofie. Da das Reaktionsprodukt des Equilins allmahlich von 
Rot in Blau tibergeht, so kénnte angenommen werden, daB sich 
aus dem Equilin in dem stark oxydierenden Medium zunichst 


‘) J. chem. Soc. 1934, 653. 
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intermediir durch Dehydrierung Equilenin bildet. Nach der fiy 
die Nitrosonaphtholreaktion giiltigen Regel weisen das «-Follike|- 
hormon und Equilin mit ihrer Rotfarbung auf einen typischey 
Phenolcharakter hin, wahrend die Blaufarbung beim Equilenin 
die nahe Verwandtschaft dieses Hormons mit -Naphthol anzeigt, 
3-Naphthol reagiert zwar in einer Verdiinnung von 1:10* blau- 
stichig rot, jedoch diirfte die blaue Farbe beim Equilenin von 
der MolekiilvergréBerung gegeniiber 8-Naphthol herrihren. 

Das a@-Follikelhormon reagiert ebenfalls mit tieferer Far)- 
ténung, als das einfacher aufgebaute p-Kresol, ungefihr wie T'yrosin, 
wihrend das Equilin keine rein rote Farbreaktion mehr zeigt, 
sondern eine blaustichig rote Mischfarbe. Nach zahlreichen Unter- 
suchungen an Phenolen, Naphtholen und Anthrolen ist die Nitroso- 
naphtholreaktion nicht nur spezifisch fiir p-substituierte aroma- 
tische Oxyverbindungen, sondern durch die bei der Farbreaktiou 
auftretenden verschiedenen Farbténe kann hiufig festgestellt 
werden, ob ein Koérper nur ein einfaches oder kondensiertes aroma- 
tisches Ringsystem enthilt. 

So zeigen nach den bisherigen Untersuchungen die Phenole 
rote, die Naphthole violette bis blaue und die Anthrole griine 
Farbreaktionen. Interessant ist, dab die beim Equilenin sofort, 
beim Equilin in zweiter Phase auftretenden blauen Farbungen 
erst in Griin und dann in Gelb iibergehen; dieses Verhalten list 
die Vermutung aufkommen, daf die bei der Farbreaktion viel- 
leicht in Erscheinung tretende intermediire Dehydrierung einen 
Phenanthrenkérper entstehen liBt und dieser wird schlieflich 
durch weitere Oxydation zerstoért. 

Zusammenfassend kann also gesagt werden, daB die neue 
Moditikation der Nitrosonaphtholreaktion nicht nur einen Nachweis 
der aromatischen Sexualhormone gestattet, sondern bei einiger 
Ubung lassen sich diese durch die bei der Farbreaktion aut- 
tretenden verschiedenen Farbtiéne deutlich voneinander unter- 
scheiden. Da die Farbreaktion ziemlich empfindlich ist, und die 
Sexualhormone in einer Verdiinnung von 1:10° noch deutlich 
positiv reagieren, lassen sich diese nach dem sog. Verdiinnungs- 
verfahren’) bei Abwesenheit anderer p-substituierter Phenole 
leicht quantitativ bestimmen, wenn mit Hilfe von Standardlésungen 
fir die einzelnen Hormone die genauen Sichtbarkeitsgrenzen der 


1) Ber. chem. Ges. 66, 435—36 (1933). 
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lenin — 
eigt, fF Der Gehalt von Plasma, Serum und Erythrocyten 
lau. Fo an Calcium, Kalium und Natrium’”). 
von § : Von 
s H. Thelen. 
‘arb. 4 
Bin, : (Aus der II. medizinischen Klinik der Deutschen Universitit in Prag.) 
C1gt, ( (Der Schriftleitung zugegangen am‘ 27. Oktober 1937.) 
iter- 3 
oso- Fe 
ma- Q Der Mineralgehalt der roten Blutkérperchen ist seit Bunge (1876) 
tion | wWiederholt Gegenstand der Untersuchung gewesen. Es zeigten sich dabei 
-ellt - bei den einzelnen Tierarten erhebliche Unterschiede. Abderhalden') fand 


als Student am Bungeschen Institut folgende mg-°/,- Werte: 











ma- 
| Rind | Pferd | Schwein | Stier Schaf 
ole ee 0 0 250 213 
i nee 72 492 ° 495 69 74 
ort, aS ee ae 182 194 
“4 
om Calcium fehlte in allen untersuchten Blutkérperchen. Abderhalden 
_ untersuchte nach dem Vorgehen von Bunge Gesamtblut und Serum und 
iel- F errechnete unter Einbeziehung des Hiimatokritwertes die Mineralwerte der 
1en —  Erythrocyten. 
ich — 1922 machten Kramer und Tisdall*) mit neuen Methoden an 
_ Menschenblut Analysen, wobei sie das Gesamtblut in destilliertem Wasser 
_.. —  hiamolysierten und analysierten. Sie fanden etwa 430 mg-°/, Kalium in den 
- - _ roten Blutkérperchen, Calcium fehlte und Natrium ebenso (Werte von — 17 
eis [bis + 6 mg-%/,). 
er a 
if. *) Ein groBer Teil des experimentellen Materials der vorliegenden Arbeit 
“4 stammt aus den Jahren 1934 und 1935. Von einer Verd6ffentlichung zu 
.. — dieser Zeit wurde Abstand genommen, als die Arbeit von Waelsch und 
lie ff _ Mitarbeitern [Diese Z. 234, 27 (1985)] erschien, welche je nach der Art der 
ch § : Plasmagewinnung fiir das Calcium Werte angaben, die groBen Schwankungen 
s- ee unterlagen. So muBte zuerst zu diesen Ergebnissen Stellung genommen 
le _ werden. Nachdem dies nunmehr [Diese Z. 246, 194 (1937)] durchgefiihrt ist, 
_ kénnen unsere Untersuchungen iiber den Mineralgehalt der roten Blut- 
- _ kéorperchen und die Kalium- und Natriumwerte im Plasma und Serum 
er — wmitgeteilt werden. 


Simtliche in den Tabellen angefiihrten Zahlen sind Mittelwerte aus 
gut tibereinstimmenden Parallelbestimmungen. 

’) Diese Z. 28, 521 (1897); 25, 108 (1898). 
*) J. of Biol. Chem. 53, 241 (1922). 
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Die Angaben iiber den Ca-Gehalt der roten Blutkérperchen gehey 
auseinander. Hamburger’) fand 32 mg-/,, Rona und Takahoskj‘ 
fanden 1,0—2,4 mg-°/, und ebenso bestehen andere Autoren auf dieser 
Ca-Gehalt, Heubner und Rona‘), Cowies und Calboun’), Jones and 
Nye®), Howland and Marriot), sowie Lames’) bestitigen dagegen dag 
Fehlen von Calcium in den Erythrocyten. Die Kaliumwerte der Erythrocytey 
liegen mit 430 mg-°/, bedeutend tiber denen im Plasma (etwa 20 mg-°)), 
Um einen Ubergang vom Kalium in das Serum zu verhiiten, muB man das 
Blut baldigst zentrifugieren und das Serum abheben. Noguchi’) fand iy 
Versuchen, die auf Veranlassung von Nonnenbruch vorgenommen wurden, 
auch nach 22 stiindigem Stehen nur ein Ansteigen des Serumkaliums un 
etwa 3 mg-°/), wihrend Wilkins und Kramer’), ebenso wie Paul Spiro" 
Anstiege bis auf das Doppelte fanden. 

Angeregt durch die Untersuchungen von R. Keller und seinen 
Mitarbeitern tiber die Bedeutung der verschiedenen Ladung der 
,oaftegruppe“ und der ,,Gewebesalze“ im Organismus machten wir 
uns von neuem an die Mineralanalysen von Blutserum und Blut- 
kérperchen des Menschen heran. Im folgenden seien die metho- 
dischen Vorarbeiten geschildert. 

Die Mineralkonzentration der roten Blutkérperchen bestimmten 
wir auf zweierlei Art und Weise: 

1. Wir trennten die Erythrocyten durch Zentrifugieren vom 
Plasma und veraschten und analysierten sie direkt. 

2. Wir ermittelten das prozentuelle Erythrocytenvolumen mit 
dem Himatokrit, bestimmten die Mineralkonzentration im Plasma- 
serum und im Vollblut und konnten dann nach der Formel 
100a — 1006+ be 

: 
zentration im Plasmaserum und ¢ das prozentuelle Volumen der 
Erythrocyten ist, den Gehalt der Erythrocyten an Mineralsubstanz 
berechnen. Beide Wege sind wir bei unseren Versuchen gegangen, 
deren Resultate weiter unten angefiigt sind. 


, Wobei a die Konzentration im Vollblut, b Kon- 


Bei der Bestimmung des Calciums und Kaliums bedienten wir uns 
der Methode nach Kramer und Tisdall, bei der des Natriums der colori 
metrischen Methode von Barrenscheen und Messiner; nur diese Methode 
erwies sich als brauchbar. Das Volumen der roten Blutkérperchen er 


1) Z. physik. Chem. 69, 663 (1909). 

*) Biochem. Z. 31, 387 (1911). 3) Biochem. Z. 93, 187 (1918). 
*) J. of Biol. Chem. 37, 505 (1919). 

*) J. of Biol. Chem. 47, 321 (1921). 

*) Quart. J. Med. 11, 289 (1917—1918). 

‘) Z. Geburtsh. 1, 393 (1912). 

8) Arch. f. exp. Path. 108, 64 (1925). ' Rona Ber. 21, 403 (1924). 
1) Verh. Wiesbaden 1930, 355. 
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mittelten wir mit dem Himatokrit, indem wir Vollblut 10 Minuten bei etwa 
5000 Touren und 7,5 em iuBeren Achsenabstand zentrifugierten. Den Chlor- 
gehalt des Blutes bestimmten wir nach Bang und den Wassergehalt in 
iiblicher Weise nach 2 stiindigem Trocknen bei 110°. 

Bei unseren Untersuchungen lieBen wir uns von dem Gedanken leiten, 
méglichst unter normalen Bedingungen zu arbeiten. Wir entnahmen das 
Blut méglichst aus ungestauter Vene mit einer mit wenig Paraffin gefiillten 
" Spritze unter Luftabschlu8 und versuchten jetzt so rasch als méglich das 
Plasma durch Zentrifugieren von den roten Blutkérperchen zu trennen. 
Auch vermieden wir gerinnungshemmende Zusitze jeglicher Art. Die Zeit 
- zwischen dem Einstich der Nadel in die Vene und der Gewinnung des 
4 Plasmas nahm gewoéhnlich 5—7 Minuten in Anspruch, ging aber niemals 
 iber 10 Minuten hinaus. Der Grund dieses raschen Arbeitens ist darin zu 
sehen, daB wir einen gegebenenfalls eintretenden Mineralaustausch zwischen 
Plasma und Blutkérperchen, so gut es ging, verhindern wollten. 


ee 


oo 





Das Vollblut. 


Bei der Untersuchung des Vollblutes stieben wir zu Anfang 
auf groBe methodische Schwierigkeiten. Um das Veraschen zu 
ersparen, versuchten wir zunichst die Minerale im Himolysat zu 
bestimmen, konnten aber dabei bei der Calcium- und Kalium- 
bestimmung zu keinerlei Resultat gelangen und fanden bei der 
Natriumbestimmung Himolysatwerte, die gréBtenteils niedriger 
waren als die Aschenwerte. Weiter trockneten wir das Blut bei 
110° und veraschten es mit rauchender Salpetersiure. Auch mit 
diesem Verfahren konnten wir keine befriedigenden Resultate er- 
langen. Zum SchluB verwendeten wir das Neumannsche Ver- 
aschungsgemisch, das, wenn auch etwas langwierig, so doch nach 
unserer Erfahrung die sicherste Art der Veraschung ist. Auch 
bei der trockenen Veraschung in der Platinschale kam es zu 
Mineralverlusten, so da wir auch diese Art nicht verwenden 
konnten. Alle unsere Vollblutanalysen sind dann in den Neu- 
mannschen Aschelésungen durchgefiihrt worden. 
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5ecem Vollblut wurden mit 10cem Neumannschem Veraschungs- 
gemisch versetzt, vorsichtig erwirmt und von Zeit zu Zeit reinste konzen- 
| trierte Salpetersiiure (Merck) zugesetzt. Die Veraschung ist als beendet 
_ anzusehen, wenn der Kolbeninhalt farblos bis hellgelb gefiirbt ist. Dann 
_ wurde in einer Platinschale die Schwefelsiiure abgeraucht und der Asche- 
riickstand bis zur Gewichtskonstanz schwach gegliiht (zum Entfernen der 
_ Ammonsalze). Der Riickstand wurde in etwa 2 cem n/10-Salzsiure gelést 
und mit Wasser auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt; wobei darauf ge- 
achtet wurde, daB das Endvolumen der Probe wieder 5 ccm ausmachte. 
Nach Filtrieren wurde die so gewonnene Lésung zu den Analysen verwendet. 
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Anfangs wollten wir zur Bestimmung des Natriums in der 
Vollblutasche auch die gravimetrische Methode von Kramer und 
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Tisdall heranziehen, die im Serum sehr genaue Werte lieferte. 
muBten sie aber durch die Methode von Barrenscheen und 
Messiner ersetzen, da sie viel zu hohe Werte gab, was offenbar 
auf das Ausfallen von Kisenhydroxyd durch das alkalische Fallungs- 
reagens zuriickzufihren war. Zu Beginn unserer Untersuchungen 
versuchten wir das Natrium im Vollbluthimolysat zu bestimmen, 
fanden aber ausschlieBlich niedrigere Werte als in der Neumann- 
schen Asche, so da8 wir von einer Veréffentlichung dieser Resultate 
absehen. Die Mineralwerte in der Neumannschen Vollblut- 
asche sind folgende: Calcium 5,8—8,2 mg-°/,, Kalium 175 
bis 214 mg-°/,, Natrium 184—240 mg-°/,. Der Wassergehalt 
des Volibluts ist nur geringen Schwankungen unterworfen und 
wurde zwischen 77,4 und 80,6°/, bestimmt. Die Vollblut-Chlor- 
konzentration lag in dem Bereich von 252—284 mg-°/,. 


Das Plasma (P.), Plasmaserum*) (PS.) und Serum (S.). 


Zur Gewinnung des Plasmas punktierten wir mit paraffin- 
haltiger Spritze eine ganz ungestaute Armvene, spritzten das Blut 
rasch in ein mit Wachs ausgekleidetes Zentrifugenréhrchen, auf 
dessen Grund ebenfalls eine 2 cm hohe Schicht von fliissigem 
Paraftin sich befand und zentrifugierten rasch bei mittlerer Touren- 
zahl (3000—4000) die roten Blutkérperchen ab. Diese Tourenzahl 
geniigte uns immer, wir vermieden es die Geschwindigkeit zu er- 
héhen, da bei héherer Tourenzahl ein Ausquetschen der roten 
Blutkérperchen méglich war. Unter diesen Bedingungen gelang 
es uns, das Plasma in der Regel 5—7 Minuten vom KEinstich in 
die Vene an gerechnet zu gewinnen. 

Dabei gab es nun einige Fragen, die geklirt werden muBten. 
1. besteht eine Differenz der Calcium-, Kalium- und Natrium- 
konzentration im Plasma und Plasmaserum? 2. differieren die 
Mineralwerte im Nativserum und in der Serumasche? 3. veriindern 
sich die Mineralwerte im Serum, wenn man nach raschem Zentri- 
fugieren das Plasma auf dem Erythrocytenbrei gerinnen und mit 
ihm in Kontakt laBt? Diese 3 Fragen wollten wir in unseren 
ersten Versuchen beantworten. Wir gewannen, wie oben be- 
schrieben, das Plasma, von dem wir einen Teil veraschten und 
den anderen gerinnen lieBen. Das so abgesetzte Serum veraschten 


*) Unter Plasmaserum verstehen wir das Serum, das sich durch Ge- 
rinnen des nach 5—10 Minuten von den Erythrocyten abgeschiedenen 
Plasmas gebildet hat. 
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wir ebenfalls. Vom gleichen Patienten entnahmen wir nochmals 
Blut, zentrifugierten es rasch und lieBen das Plasma auf dem 
Blutkérperchenbrei gerinnen. Nach 90 Minuten saugten wir das 
gebildete Serum ab und veraschten es. Alle 3 Aschelésungen 
untersuchten wir nun auf Calcium, Kalium und Natrium. Die 
Resultate sind in T'ab. 1 wiedergegeben. Es zeigte sich, da beim 
Calcium keine Differenz zwischen Plasma und Plasmaserum bestand, 
beim Kalium und Natrium aber Differenzen von einigen wenigen 
Milligramm-Prozent aufzuweisen waren. 

















Tabelle 1. Tabelle 2. 
Pat. N. 16. XII. 19384. Pat. K. (Phthisis pulm.). 3. 1.1935. 
Er.-Vol. 51,9 °/,. Er.-Vol. 40,6 °/,. 
Zahlen in mg-°/, | Ca K | Na Zahlen in mg-°/, | Ca | Na 
1} P. verascht . .| 11,0] 17,4 | 296 1 | P. unverascht . ] 8,8 | 295 
2| PS. verascht . .| 10,8] 19,0 | 316 2 | PS. unverascht. | 9,4 | 319 
818. nach 90’ ver- 3 | P. verascht . .] 9,4 | 296 
ascht .... 10,7 18,2 | 315 41S. nach 360’ ver- 
4} Vollblut verascht| 5,8 | 201 189 ascht . .. .| 9,0 | 313 
Er. errechnet aus 5 | S. nach 360’ un- 
Sue... « of LAPT 72 verascht . . .| 9,2 | 320 
6 | Vollblut. . . .]| 6,1 | 212 
Er. errechnet aus 
eG. «. « +840 55 











In unserem niichsten Versuch wollten wir untersuchen, ob 
die Mineralkonzentration im veraschten und nicht veraschten 
Serum gleichbleibt und ob sich beim lingeren Stehen (6 Stunden) 
des Serums im Kontakt mit dem Blutkuchen die Mineralkonzen- 
tration im Serum indert. Wir gewannen das Plasma, von dem 
wir einen Teil gleich zur Analyse verwendeten und den anderen 
Teil veraschten. Auch lieBen wir Plasma gerinnen und unter- 
suchten das abgeschiedene Serum. Wie Tab. 2 zeigt, sind keinerlei 
groBere Unterschiede zwischen den einzelnen Plasmen und Seren 
fiir Calcium und Natrium festzustellen gewesen, die, wenn man 
die Fehlergrenze mit 3—4°/, festsetzt, Differenzen im Natrium 
von 5°/, zugunsten des Serums nicht iibersteigen. 

Als nichstes war zu untersuchen, wieweit der Luftabschlub 
auf die Mineralkonzentration des Plasmas und Serums EinfluB 
ausiibt. Zu diesem Zwecke lieBen wir neben der raschen Ge- 
Winnung des Plasmaserums Blut gewéhnlich unter fliissigem 
Paraffin gerinnen und analysierten nach 6 Stunden. Resultate 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCL. 16 
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vgl. Tab. 3 und 4. Aus diesen zwei Fallen ist zu ersehen, dag 
durch langes Stehen (6 Stunden) mit Luftabschlu8B der Natrium- 
gehalt des Serums um ein geringes héher ist als der Natrium- 
gehalt des Plasmaserums, wogegen die Calciumkonzentration un- 
verindert bleibt. Weiter ist bemerkenswert, daB das Kalium im 
Serum durch 6 Stunden Stehen zunimmt, daB also Kalium aus 
den Erythrocyten auswandert. Das Chlor scheint unverindert zu 
bleiben. 








Tabelle 3. Tabelle 4. 

Pat. K. Gastritis sek. Aniimie. Pat. N. Asthma bronchiale. 12. III. 1935. 
11. I. 1935. Er.-Vol. 27,6 °/,. Er.-Vol. 37,0 °/,. 

Zahlen in mg-°/, | Ca | Na Alles in mg-?/,] Ca} K | Na] Cl a 
1]5 Min. PS.*) .18,9]813 115 Min. PS. .| 9,8] 18,2] 307] 323] 91.19 
2 | 360 Min. PS. 2 | 360 Min. S. 

mit Paraffin . 9,1] 333 mit Paraffin |10,0] 23,0] 311]330} — 
3 | Vollblut . . .|7,4/253 3] Vollblut . . | 6,4/150 | 207] 277] 81,59 
4 | Er.**) errechnet 4 | Er. errechnet 

aus lu.3. . 43,4] 96 aus lu.3 .]| 0,6)374 37 | 198 | 65.24 





























*) Blutentnahme fiir Plasmagewinnung fand 1 Stunde spiiter als die 
iibrigen Entnahmen statt. **) Wachsauskleidung. 


Im folgenden Versuche setzten wir je etwa 50 ccm Blut 
20 mg Heparin (Kahlbaum) zu und bewahrten eine Probe unter 
Paraffin und die zweite ohne Paraffin bis 6 Stunden im Thermostat 
bei 38° auf. In diesem Falle untersuchten wir ebenfalls wieder 
ein 5 Minuten-Plasmaserum und ein unter fliissigem Paraffin ab- 
gesetztes 360 Minuten-Serum. Die Resultate sind in Tab.5 fest- 
gelegt. Uber diesen Versuch wire folgendes zu bemerken. Hebt 
man die Gerinnung durch Heparin auf, so zeigt sich, daB die 
Konzentration des Natriums im Heparinplasma in fast allen 
Punkten mit dem 5 Minuten-Plasmaserumwert (329 mg-°/,) zu- 
sammenfillt, ob die beiden aus der Reihe fallenden Werte 
(343 und 316 mg-°/,) eine Schwankung im Sinne von Waelsch 
und Mitarbeitern’) darstellt, ist Gegenstand weiter unten an- 
gefiihrter Untersuchungen. Auch der Calciumgehalt der Heparin- 
plasmen hielt sich vom Beginn bis zum Ende der Zeitkurve 
konstant. Das 5 Minuten-Plasmaserum-calcium (9,8 mg-°/,) und das 
360 Minuten-Serum-calcium (9,5 mg-°/,) fallen mit dem Endwert 


G/ 


der Heparinkurve zusammen (9,7 mg-°/,). 


1) Diese Z. 234, 27 (1935). 
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Tabelle 5. 
Pat. S. 24.1. 1935. Er.-Vol. 51,4 %/). 























Hypertonie. | | Heparinplasma. 
‘Sie 3 | | Unter Paraffin | Ohne Paraffin 
Zeblen in Ca K Sk aes merous omeraumen ween 
mg-°/, Ca | Na Ca | Na 
1 | 5’ PS). . . | 9,8 | 18,7] 329 |] 20°%) 9,7 | 343 | 9,9 | 882 
2 260’ unter Pa- 40’ 9,7 328 10,2 350 
raffin . . . | 9,5 | 22,2] 327 |] 90’ | 9,7 | 316 | 10,0 | 346 
3 | Vollblut . . | 6,2 |196,7 | 205 |] 120’ | 9,7 | 327 9,9 | 356 
Er. errechnet 270’ — |) — 10,0 | 362 
aus lu.3 . | 2,6 | 365 87 Il 360’ 9,7 | 328 10,9 _ 
*) Analysen in unveraschtem Plasma *) Unverascht. 
und Serum. 








Das Heparinblut, das ohne fliissigen ParaffinverschluB auch 
im Thermostaten aufbewahrt wurde, zeigte keinerlei Parallele, da 
durch Eintreten der Hamolyse die Kurve schon zu Beginn des 
Versuches (40 Minuten) verwischt wurde. 

Um alle stérenden Einfliisse, die durch das Vorhandensein 
der hohen Eiwei8konzentration sowie durch andere Faktoren im 
Serum und Plasma zustande kommen kénnten, auszuschalten, 
fihrten wir im folgenden alle Analysen ausnahmslos in Asche- 
lésungen durch. Wir verwendeten auch hier wieder die Neumann- 
sche Veraschung, die sich auf das beste bewihrte. Bei den folgend 
angegebenen Chlor-Untersuchungen verwendeten wir die Ver- 
aschungsmethode von van Slyke. Weitere Anderungen an der 
Methodik wurden nicht vorgenommen. Bei der Gewinnung des 
Heparinplasmas wurden fiir jeden Zeitpunkt der Kurve 2 Zentri- 
fugengliser mit der entsprechenden Heparinmenge und fliissigem 
Paraffin beschickt. Nach Venenpunktion wurde das Blut einflieBen 
gelassen und das Heparin durch vorsichtiges Riihren mit einem 
Glasstab in Lésung gebracht. Nach der angegebenen Zeit (15, 25, 
35, 45, 60 Minuten) wurden die Parallelproben zentrifugiert und 
das Plasma in die Veraschungskolben pipettiert. Die Veraschung 
wurde dann wie oben angegeben durchgefiihrt. 

Die Resultate dieser Untersuchungen sind in Tab. 6 und 7 
niedergelegt. Aus Tab. 6 geht hervor, daB der Natrium- und 
Chlorwert im, durch rasches Zentrifugieren gewonnenen Nativplasma 
am niedrigsten ist, ein Befund, wie er schon in Tab. 1 und 2 an- 
gegeben ist. Die Natriumkonzentration in den roten Blutkérperchen 
wurde in beiden Fallen wieder um 100 mg-°/, gefunden. Auch 
16* 
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Tabelle 6. 




















Natrium 7 

Zahlen in mg-°/, © Tens 

FallI | Fall 1 | Fall I 

1 Sy a aa a 318 | 307 331 
2 aia gg! gt ple % 324 | 328 359 
3 a ee eo oe we, es 327 | 331 358 
4 a 338 =| 316 356 
5 WOM... 6 cn wa ks 208 | 201 262 
Er. errechnet aus 1 u. 5 . :, 119 | 95 194 
i arias Ca he te ee 57,8 50,3 50,3 

Von den 3 Fillen waren 2 Hypertonien und 1 Apoplexie. 
Tabelle 7. 
Zahlen in mg-°/, Na K Cl 

1 a 322 14,8 334 355 
2 Heparin-P. 15 Min. . .. . 315 14,3 347 353 
3 Heparin-P. 25 Min. . .. . 319 13,9 341 355 
4 Heparin-P. 35 Min. . .. . 314 14,3 341 355 
5 Heparin-P. 45 Min. ... . 318 14,2 338 354 
6 Heparin-P. 60 Min... . . 314 — 339 — 
7 24 Stdn. S. mit Paraffin . . 322 17,9 350 8336 
8 24 Stdn. S. ohne Paraffin . 339 18,0 354 355 
9 es 16,6 | 281 281 
Er. errechnet aus lu.Y. . 83 350 210 190 
eae 42,0 | 44,8 42,0 | 44,8 

















Von den 4 Fillen waren 2 Gastritis und 2 Hochdrucke. 


der Chlorgehalt des Nativplasmas liegt unter dem des Serums. 
In Tab. 7 ist der Mineralgehalt des Heparinplasmas nach _be- 
stimmten Zeiten festgehalten. Der Natriumgehalt des Heparin- 
plasmas ist in der Dauer des Versuches von der 15.—60. Minute 
keiner Anderung unterworfen und zeigt auch gegeniiber dem 
Nativplasma keinen wesentlichen Unterschied. Das durch 24stiin- 
diges Stehen des Blutes gewonnene Serum hat einen etwas 
héheren Natriumgehalt als Serum, das unter gleichen Bedingungen, 
jedoch unter LuftabschluB, sich gebildet hat. Durch Gerinnen des 
Blutes unter Luftzutritt kommt es zum Verdunsten der im Blute 
gelisten Kohlensiure und somit zu einer Stérung des osmotischen 
Gleichgewichtes, welche durch einen Austritt von Natriumionen 
aus den roten Blutkérperchen wieder ausgeglichen wird. Auch 
der Kaliumgehalt des zu verschiedenen Zeiten gewonnenen 
Heparinplasmas zeigt keine Differenzen. Auch hier ist wieder der 
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zwischen Plasma und Serum gefundene Unterschied, wie schon 
oben erwiihnt, deutlich ausgeprigt. 

Im Chlorversuch konnte der gleiche Befund erhoben werden 
wie in den beiden vorhergegangenen Zeitversuchen, so daB auch 
hier von einem Chlor-Ionenaustausch zwischen Blutkérperchen 
und Plasma nicht gesprochen werden kann. 

Uber den Mineral- und Wassergehalt des Plasmas 
und Plasmaserums sei zusammenfassend folgendes gesagt: Die 
Calciumwerte liegen bei unseren Normalfillen zwischen 9 und 
ll mg-°/,, und es ist ohne Hinflub, ob das Plasma sofort von den 
Blutkérperchen abgetrennt wird oder ob man das Blut einfach 
verinnen liBt. Luftzutritt beeinfluBt ebenfalls in keiner Weise 
das Serumcalcium. Uber kleinere Unterschiede zwischen Plasma 
und Serumcalcium, wie sie von uns gefunden wurden, ist an 
anderer Stelle schon berichtet worden?). Das Kalium im Serum 
fanden wir zwischen 15 und 18mg-°/,. Langer Kontakt mit den 
Blutkérperchen erhéht das Serumkalium bis iiber 21 mg-°/,. Luft- 
zutritt scheint auch, hier keine besondere Rolle zu spielen. Die 
Plasmakaliumwerte fanden wir ausschlieBlich etwas niedriger als 
die im Serum. Bemerkt sei noch, daB die Kaliumwerte im Nativ- 
serum immer etwas héher gefunden wurden als in der Asche- 
lésung. Das beruht darauf, da’ im Blut Ammonsalze und 
ammoniakbildende Stoffe sich befinden, die mit dem Kalium- 
fillungsreagens ebenfalls einen unléslichen Niederschlag geben, 
der bei der Titration ein erhéhtes Kalium vortauscht. Die Natrium- 
konzentration im Serum liegt in unseren Normalfillen zwischen 
301 und 349 mg-°/, und ist vom Luftzutritt beeinfluBbar. Wenn 
wir Blut ohne LuftabschluB gerinnen lieSen, so fanden wir das 
Serumnatrium hoéher als mit Luftabschlu8, da durch das Ver- 
dunsten der Kohlensiure im Blut das Natrium aus den Erythro- 
cyten austritt. Der Natriumgehalt im Serum war im Durch- 
schnitt ein wenig héher als im Plasma. Die Chlorkonzentration im 
Serum ist analog der des Natriums etwas breiteren Schwankungen 
unterworfen und wurde zwischen 326 mg-°/, und 365 mg-°/, 
gefunden. Auch hier lag das Serumchlor im Durchschnitt um 
wenige Milligramm-Prozent héher als das Plasmachlor. Am kon- 
stantesten hielt sich der Wassergehalt des Serums, der sich aus- 
schheBlich um wenige Prozente inderte: Wir fanden Werte von 
89,7—91,3°/,. 


1) Thelen, Diese Z. 246, 194 (1937). 
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Die roten Blutkérperchen (Er.). 


Die Konzentration der Mineralien in den roten Blutkérper- 
chen haben wir auf zweierlei Art bestimmt. Wir versuchten zu- 
nichst durch rasches Zentrifugieren die Blutkérperchen von dem 
Plasmaserum zu trennen, pipettierten den Blutkérperchenbrei ab, 
veraschten und untersuchten. Gleichzeitig errechneten wir die 
Mineralkonzentration der Erythrocyten aus dem Plasmaserum., 
Vollblut- und Hamatokritwert und verglichen die beiden Resultate 
miteinander. Dabei stellte sich heraus, daB durch die direkte Be- 
stimmung bei fast allen Untersuchungen die Konzentration des 
Calciums und Natriums gréBer, die des Kaliums geringer gefunden 
wurde als in der errechneten. Somit muften wir von der direkten 
Bestimmung ablassen, so sehr sie auch der errechneten vorzu- 
ziehen war. Wir erklirten uns diese Differenz zwischen Bestimmungs- 
arten damit, da8 trotz raschem Arbeiten es nicht gelingt, den 
Erythrocytenbrei vollkommen frei von Plasmaserumresten zu er- 
halten, so daB zwischen den Erythrocyten Teile von Plasma ein- 
geschlossen waren, durch die die Differenz verursacht wurde. 


Wir versuchten nun die abzentrifugierten roten Blutkérperchen 
von den eingeschlossenen Plasmaresten durch Waschen mit iso- 
tonischer Glucoselésung zu befreien; wir verfuhren dabei so, dab 
wir die roten Blutkérperchen rasch abzentrifugierten, das Plasma 
so gut wie méglich entfernten und die Blutkérperchen mit iso- 
tonischer Glucoselésung wuschen. Das Waschen wurde so durch- 
gefiihrt, daB wir das Volumen des iiberstehenden Plasmas durch 
isotonische Glucoselésung ersetzten und vorsichtig umrihrten. Dann 
wurde sofort wieder zentrifugiert und die Waschglucoselésung von 
den roten Blutkérperchen so gut als méglich abgetrennt. Der 
gewaschene Erythrocytenbrei wurde abpipettiert, verascht und 
untersucht. In folgender Tab. 8 sind die Mineralwerte des Plasma- 
serums, des Vollblutes und die durch direkte Bestimmung der 
roten Blutkérperchen nach dem Waschen, die errechnete Mineral- 
konzentration der roten Blutkérperchen und der ,Waschglucose- 
lésung angegeben. Um nachweisen zu kénnen, da8 durch das 
Waschen keine Mineralsubstanz aus den roten Blutkérperchen 
herausdiffundierte, wurde auf Vorschlag von Prof. Z. Stary neben 
der Mineralkonzentration im Plasmaserum und in der Wasch- 
glucoselésung auch noch der Hiweifgehalt bestimmt. Falls keine 
Diffussion stattfindet, so mu die Abnahme des Eiweibgehaltes, 
in Prozenten ausgedriickt, gleich sein der Abnahme der Mineral- 
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konzentration. Die Abnahme des Calciums und Natriums entsprach 
prozentuell der Abnahme des KiweiBes in der Waschfliissigkeit 
gegentiber dem Plasma. Nur das Kalium nahm um 17°/, zu wenig 
ab, was beweist, daB Kalium aus den roten Blutkérperchen in 


die Waschflissigkeit herausdiffundiert ist. 


Tabelle 8. 


Patient A. Diabetes mellitus. 


Er.-Vol. 44,5 %/,. 





Zahlen in mg-°/, 


1 se. eo eae 

2 Vollblut, Aschelésung . 

Er. errechnet aus lu.2.. . 
Er. direkt bestimmt*) ... ., 
Glucoselésung, Waschtiiissigk. 
Abnahme um °/, at % 


~ 





*) Nach Waschen mit Glucoselésung. 


ee 





Ca 





K 


20,9 
196,4 
415 
345 
4,97 
16 








Kiweib- 
gehalt °/, 


7,61 


0,459 
94 


In derselben Anordnung fiihrten wir noch einen zweiten Ver- 
such (Tab. 9) durch, der die vorhergehenden Resultate bestitigte. 


Tabelle 9. 


Patient P. Asthma bronch. 


Er.-Vol. 51,1). 





FP « : _0 
Zahlen in mg-°/, 


l WW Ps. ss 

2 Vollblutasche . pee gla 

Er. errechnet aus 1 u. 2. 

Er. direkt bestimmt*) oe 
Glucoselésung, Waschtfliissigk. 
Abnahme um °, — 


~ 





*) Nach Waschen mit Glucoselésung. 
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Eiweib- 
gehalt °/, 


7,65 


0,175 
98 


In spiteren Untersuchungen beschrankten wir uns auf die aus 
Plasma, Plasmaserum, Vollblut und Volumen der Erythrocyten 
berechnete Mineralkonzentration. Tab. 10 zeigt das Resultat dieser 
Untersuchungen. Diese stehen im Gegensatz zu den Untersuchungen 
von Kramer und Tisdall u. a, die die roten Blutkérperchen 


des Menschen frei von Calcium und von Natrium fanden. 


Unsere 


Werte im Serum stimmen dagegen mit den bekannten Analysen 


iberein. 
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Der Gehalt von Plasma, Serum und Erythrocyten an Calcium usw. 988 


Zusammenfassung. 
Der Mineralgehalt menschlichen Blutes wurde untersucht: 


1. Im Plasma und Serum. Blut wurde aus der méglichst 
ungestauten Vene entnommen und im paraffinierten Glas rasch 
unter ParaffinabschluB zentrifugiert. Schon 5—7 Minuten nach 
Beginn der Blutentnahme konnte das Plasma abgehoben werden, 
aus dem dann durch Gerinnen das Serum erhalten wurde (Plasma- 
serum). Die erhaltenen Werte waren in mg-°/|: 





57,8 pis | 


a) im Plasma 


Calcium ... . . . 9,0 bis 11,3 (Mittel 10,1) 
ae oe oe) ce oR a Ci“ EOw 16,8) 
WNatvrium. ..... . S01 » 3842 ( , 820 ) 
= a ( 4 345 ) 
ie Wem. ...s+#. + OS, 82S | 90,8) 


b) im’ Plasmaserum 


Calcium ... . . . 9,0 bis 11,3 (Mittel 10,1) 
ea > at Y we BE ee Te CC 18,2) 
= males. . . . .. OD «,, 8 ( « SD 
ee ke ee tw oe OS cg OE ( , 848 ) 
Ws «cs we eo OP, THF t , BS 


2. Im Vollblut nach Neumannscher Veraschung. 

3. Unter Zugrundelegung des Hiimatokritwertes wurde daraus 
der Mineralgehalt der Erythrocyten berechnet. Die erhaltenen 
Werte waren in mg-°/): 


aVo 
¢ 


Calcium ..... . O,6 bis 5,9 (Mittel 8,1) 
eee: ( , 380 ) 

amd meeem. =. «wl lw we BE yg 188 Ca 
ee | 5 210 ( , 188 ) 
eee ka we ie OS DY SA Cs 65,8) 


4. Differenzen im Natrium zwischen Plasma und Plasmaserum, 
zugunsten des Plasmaserums, die auBerhalb der Fehlergrenze liegen, 
wurden nur selten gefunden, so da®b man mit einer praktischen 
Gleichheit beider Blutfliissigkeiten rechnen kann. Die Art der 

-  Serumgewinnung veriindert die Calciumwerte nicht, wihrend die 

| Natriumwerte um wenig, die Kaliumwerte bei liingerem Stehen 

—- @ des Serums iiber den Erythrocyten — schon nach 6 Stunden — 
betriichtlich zunahmen (etwa um 5 mg-°/,). 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, die mir die Durch- 
fiihrung meiner Arbeit erméglichte, bin ich zu groBem Dank verpflichtet. 
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Uber Dicarbonsauren-Stoffwechsel bei Bacterium coli. 
Von 


L. Califano und I. Banga. 


(Aus der Zoologischen Station in Neapel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Oktober 1937.) 


Nach der Theorie von Szent-Gyérgyi und Mitarbeitern’) 
spielt beim Kohlenhydratstoffwechsel des Gewebes die Katalyse 
der Dicarbonsiuren mit 4 C-Atomen eine wichtige Rolle. Ks 
wurde nun untersucht, ob bei Bact. coli, das so leicht 
Glucose abbaut, die Dicarbonsiuren auch eine katalytische 
Wirkung haben. 


Die Bakterien wurden in Agar-Agar geziichtet. Zum Experi- 
ment wurde die Aufschwemmung von 12-Stunden-Kulturen benutzt. 
Die Versuche wurden zuerst mit einmal gewaschenen Bakterien- 
kulturen ausgefiihrt. Da aber die Glucose sehr schnell oxydiert 
und diese Oxydation durch Fumaratzugabe nicht gesteigert wurde, 
haben wir die Bakterien mehrmals gewaschen. Man kénnte niim- 
lich daran denken, daB der Nihrboden (Agar-Agar) noch so viel 
Dicarbonsaure bzw. Succinat enthilt, dab die ganze Atmung iiber 
das Dicarbonsiuresystem gehen kann. Aber das mehrmalige 
Auswaschen inderte nichts, die Glucoseatmung war durch Malonat 
nicht hemmbar, mit kleinsten Mengen Fumarat (100 7 pro Versuch) 
wurde sie nicht gesteigert. Sobald man aber eine gréBere Menge 
Fumarat zur Aufschwemmung gab, dann erhdhte sich die Atmung 
stark. Und zwar hat sich bei den Versuchen herausgestellt, dab 
alle Dicarbonsiuren durch Bacterium coli verbrannt werden, und 
zwar bis zum Wasser und Kohlendioxyd. Die Intensitat der 
Dicarbonsiureoxydation ist der Glucoseoxydation ahnlich. Es 
wurden im Oxydationsversuch Fumarsiure, Bernsteinsiure, Oxal- 
essigsiiure und Apfelsiure untersucht. Die untenstehende Tab. I 


1) Diese Z. 236, 1 (1935). 











Uber Dicarbonsiiuren-Stoffwechsel bei Bacterium coli. 935 


zeigt, daB sie alle die zur kompletten Oxydation notwendige Menge 
Sauerstoff verbrauchen ?). 
Tabelle L. 
Die Versuche wurden im Warburgmanometer bei 37° ausgefiihrt. Es 
wurde 10 Minuten vorgeschiittelt, dann die entsprechende Dicarbonsiiure 
vom Seitenansatz zugegeben und die Hiihne geschlossen. Die Bakterien 


wurden im Keilin-Ringer?’) 1 ml je Kultur suspendiert. Gesamtvolumen 
3ml. O,-Verbrauch in emm. Zeit 60 Minuten. 

















O,-Verbrauch 
Berechnet | Gefunden 
Fumarsiure lmg*’). ..... . 385 865: 390: 380 
Bernsteinsiure lmg ..... . 476 455; 480 
Oxalessigsiure lmg ...... 252 262; 245 


Die Tab. IT zeigt, daB die Oxydation von Glucose durch 
Bact. coli durch Malonat und kleine Mengen Fumarat nicht ge- 
indert wird. Wenn sie iiber das Dicarbonsiuresystem bzw. 
Succinat ginge, miifte sie durch Malonat gehemmt werden. Aber 
Malonat hat gar keinen KinfluB auf die Glucoseoxydation. 


Tabelle II. 
Die Bedingungen sind dieselben wie in Tab. I. Von Glucose wurden 
5mg genommen, von Fumarat 100 y und von Malonat 4 mg pro Versuch. 
Q,-Verbrauch in 50 Minuten. 








O,-Verbrauch in emm 


Bact. coli ohne Zugabe ...... . 45 
Bact. coli + Glucose ....... . 630 
Bact. coli + Glucose + Fumarat . . . . 635 
Bact. coli + Glucose + Malonat ... . 610 


Es wurde weiter untersucht, inwieweit Oxalessigsiiure durch 
Bact. coli zum Verschwinden gebracht wird. Im Gewebe wird 
sie nimlich sehr rasch zu Apfelsiiure reduziert. Aerob wird sie 
durch Bact. coli oxydiert, wie aus Tab. I ersichtlich ist. Auch 
anaerob wird sie zum Verschwinden gebracht, und zwar fast mit 


1) Uber die Ausniitzung der Fumarsiure durch Bact. coli gibt es 
Untersuchungen von Quastel und Stephenson [Biochemic. J. 19, 660 
(1925)], die zeigen, daB diese Organismen sich anaerob auf Glycerin ent- 
wickeln kénnen, wenn Fumar-, Apfel- oder Asparaginsiiure zugegen sind, 
die aktiviert werden und also als Wasserstoffacceptoren fungieren. 

2) Diese Z. 245, 113 (1937). 

*) Die Siiuren kamen als Na-Salze zur Verwendung. 
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der gleichen Geschwindigkeit wie aerob. Aber da die Menge 
verschwundener Oxalessigsiure durch Zugabe von Donatoren wie 
Hexosediphosphat und Glucose sich nicht vermehrte, war eine 
Reduktion nicht anzunehmen. Auch waren ja die Bakterien von 
allen Nihrstoffen durch Waschen viéllig befreit. Wie der anaerole 
Abbau von Dicarbonsiuren vor sich geht, bleibe dahingestellt. 
Das eben Ausgefiihrte wird durch Tab. III und IV belegt. 


Tabelle III. 


Zu jedem Versuch wird 1 ml Bakteriensuspension verwandt. Anaerobe 
Versuche wurden in N, ausgefiihrt. N, war durch gliihendes Kupfer ge 
leitet. Oxalessigsiure-Zugabe 4 mg. Bestimmung der Oxalessigsiiure nach 
Straub’). Angegeben sind die nach verschiedenen Zeiten wiedergefun- 


denen Oxalessigsiuremengen. Temperatur 37°. 





Zeit in Minuten 


0 15 30 | 60 
Bact. coli aerob...... 3,56 1,68 1,00 0,40 
Bact. coli amnaerob . . .. . 3.56 1,82 1,14 0.50 





Tabelle IV. 

Zu jedem Versuch 1 ml Bact. coli-Suspension. Oxalessigsiiurezugabe 4 me. 
Hexosediphosphat bzw. Glucose 5 mg. Der Versuch wurde 60 Minuten lang 
aerob bei 37° ausgefiihrt. Die Zahlen bedeuten die Menge der versehwun- 
denen Oxalessigsiure in Milligramm. 





Bact. coli ohne Zugabe . . . . ...... 1,50 
Bact. coli+ Glucose. . ..... 1,54 
Bact. coli + Hexosediphosphat . . . .. . . 1,50 


*) Diese Z. 244, 117 (1936). 











Aktivierung der Leucylpeptidase von Tubifex-Eiern 
durch Magnesiumsalze. 
Von 
Heinz Holter, F. E. Lehmann-Bern*) und K. Linderstrem-Lang. 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2%. Oktober 1937.) 


M.J.Johnson, G.H. Johnson und W.H. Peterson!) haben 
sezeigt, daB die seinerzeit von Linderstrom-Lang?’) studierte 
und als von der Dipeptidase [= Peptidase 1*+*)] verschiedenes 
Enzym postulierte Leucylpeptidase [= Peptidase IIl**)] durch 
Magnesiumsalze aktiviert wird. Gelegentlich zu anderen Zwecken 
angestellter enzymatischer Studien an den Kiern von Tubifex 
rivulorum wurde es notwendig, die Aktivierbarkeit der in diesen 
Eiern vorkommenden Peptidasen zu priifen. Hierbei zeigte sich, 
daB auch in diesem Falle, ganz wie von Jolinson, Johnson 
und Peterson beschrieben, die Spaltung von Leucylglycin durch 
Magnesiumchlorid aktiviert wird. 


Versuche. 


Die Eier werden von den Wiirmern in den Zuchtaquarien in Kokons 
abgelegt, die in der Regel je 2—9 Eier enthalten [iiber Kiablage und -ent- 
wicklung vgl. A. Penners®)). Zur enzymatischen Priifung wird ein solcher 
Kokon zuerst mit glasdestilliertem Wasser zur Entfernung anhaftender 
Protozoen usw. griindlich gewaschen und dann in eine Zuchtlésung (3 eem 
m/10-KCl + 3cem m/10-NaCl + 4cem m/10-CaCl, + 40 cem glasdestilliertes 
Wasser) iiberfiihrt. Hierin wird der Kokon mit Uhrmacherpinzetten geéffnet, 
und die Einzeleier des Geleges werden in frische Zuchtlésung iiberfiibrt, 
worin sie bis zum Versuchsbeginn verbleiben. Zum Versuch werden zunichst 
die Dotterhiutchen mit Uhrmacherpinzetten abgelést und die nackten Eier 
einzeln in glasdestilliertes Wasser und von dort in die ReaktionsgefiBe tiber- 
fiihrt. Eier, die bei dieser Vorbehandlung auch nur leichte Beschidigungen 
erlitten hatten, zeigten in Vorversuchen betriichtliche Aktivititsverluste und 
wurden deshalb in den weiteren Versuchen ausgeschieden. 

Die Bestimmung der Peptidspaltung geschah an Einzeleiern mit Hilfe 
der friiher®) beschricbenen Mikromethodik. Ansatz: 6,7 cmm Wasser oder 


*) Research Fellow der Rockefeller Foundation. 
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m/150-Phosphatpuffer vom gewiinschten py wurden in ein Mikroreaktions- 
gefii abpipettiert, das Ei mit einer Capillarpipette zugefiigt, sodann mit 
Hilfe eines elektromagnetischen Riihrers*) zerquetscht und sein Inhalt voll- 
stindig im Tropfen verteilt. Hierauf wurden 7,2 cmm Substrat und schlief- 
lich 6,7 cmm einer Lésung zugesetzt, die MgCl, oder andere zum Versuch 
benotigte Zusiitze enthielt. Versuchszeit 20 Stunden bei 40°. Spaltungsbestim- 
mung durch Titration mit n/20-HCl in Aceton wie friiher®) beschrieben. 
nur daB, der Schwerléslichkeit des Leucylglycins wegen, die Aceton- 
konzentration der Titrationsfliissigkeit auf 80°/, gehalten wurde. Kontroll- 
versuche haben gezeigt, da dies den gefundenen Spaltungswert nicht be- 
einflubt. 


Substratlésungen: 

1. 0,18 m-Leucylglycin, 0,073 m an NaOH, Versuchs-p,, 8,0. 

2. 0,2 m-Alanylglycin, 0,036 m_,, — m 7,4. 
MeCl,-Lésung: m/500, mit NaOH auf py, 8,0 oder 7,4 eingestellt. 
Glycerin: 45 Vol.-°/,, _,, “ » » OO » Te ‘. 


Der Entwicklungszustand der fiir die Versuche yerwendeten Eier wurde 
stets protokolliert. Fiir die vorliegenden Versuche geniigt jedoch die Fest- 
stellung, daf es sich um befruchtete, ungefurchte Eier gehandelt hat, die 
sich aber in verschiedenen Phasen der Reifungsteilungen befanden. Eine 
klare Beziehung zwischen diesen Entwicklungsphasen und den gefundenen 
Aktivitiitswerten konnte aus den bisherigen Versuchen nicht erschlossen 
werden; deshalb wurde das Entwicklungsstadium der Gelege in der Tabelle 
nicht beriicksichtigt. Dasselbe gilt fiir das Volumen der Eier, das zwar be- 
stimmt, aber nicht in die Tabelle aufgenommen wurde, da es vorliufig zur 
Enzymaktivitiit in keine klare Beziehung gebracht werden konnte. 


Spaltung von Leucylglycin (in cmm n/20 HC). 














Gelege-Nr. 
Zusatz ii 
28 29 30a 36 33 
Wasser ... 1,12 | 0,52, 0,94, 1,19 1,31, 0,70, 0,94 
Phosphat . . | 0,88, 0,84 1,18 1,07, 1,18 
Magnesium . | 2,91, 3,41 2,98, 3,04 4,10 2,98, 4,01 
Spaltung von Alanylglycin (in emm n/20-HC)). 
; Gelege-Nr. 
Zusatz 
29 37 31 38 

Wasser ... 1,46, 1,93 | 0,82, 0,96 — 3,20, 2,93 
Phosphat ..]| 3,20, 4,54 0,82, 1,08 
Magnesium . 4,28 2,15, 3,02 0,89, 1,45 
Glycerin. .. 3,07, 3,07, 2,32 





Aus der vorstehenden Tabelle, in der unsere Versuchs- 
resultate zusammengefaBt sind, geht folgendes hervor: 
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Die Spaltung von Leucylglycin ohne Aktivatorzusatz ist 
meist niedriger als die von Alanylglycin. Gegeniiber beiden 
Substraten zeigen die Kier betriichtliche individuelle Aktivitiits- 
schwankungen, doch sind, zumindest gegen Alanylglycin, die Unter- 
schiede von Gelege zu Gelege gréfer als die Variation der Kinzeleier 
desselben Geleges. Wir haben daher bei den Aktivierungsversuchen 
stets Kier aus ein und demselben Gelege miteinander verglichen. 
Im allgemeinen scheint die Streuung der Leucylglycinspaltungs- 
werte von Gelege zu Gelege geringer zu sein als die der ent- 
sprechenden Alanylglycinwerte. Die gréBeren Schwankungen der 
letzteren scheinen nicht auf Instabilitat des Enzyms zu beruhen, 
wenigstens wurde durch Zusatz von Glycerin als Stabilisator die 
Aktivitat nicht beeinfluBt. 

Die Erhéhung der Leucylpeptidaseaktivitiit nach dem Zusatz 
von Mg” geht weit tiber den Variationsbereich der Kinzeleier eines 
Geleges hinaus. Kine Hemmung dieses Enzyms durch Phosphat- 
zusatz, wie sie friiher’) gelegentlich beobachtet wurde, konnte bei 
den fiir die vorliegendenVersuche in Betracht kommenden Phosphat- 
Konzentrationen nicht nachgewiesen werden. 

Bei Dipeptidase (Alanylglycin als Substrat) tritt eine iiber 
die Kinzelschwankungen der Kier hinausgehende Aktivierung nicht 
ein, ebensowenig eine Hemmung durch Phosphatzusatz. 


Diskussion. 


Da die Versuche in anderem Zusammenhang angestellt wurden, 
haben wir die Aktivierungsbedingungen als solche nicht eingehender 
studiert. Sie sind, wenn auch mit anderen Enzympriiparaten, von 
Johnson, Johnson und Peterson!) genau untersucht worden. 
Uns war es nur darum zu tun, zu zeigen, daB Leucylpeptidase, 
die bis jetzt in Eimaterial noch nicht als solche nachzuweisen 
versucht wurde, in den Kiern von Tubifex in recht betricht- 
lichen Mengen auftritt, und daf sie auch in diesem Fall 
durch Magnesiumsalze aktiviert werden kann. Ob diese 
Aktivierbarkeit in Tubifexeiern immer vorhanden ist, kann auf 
Grund des vorliegenden Materials nicht entschieden werden. Es 
wire durchaus denkbar, daB gelegentlich Gelege auftreten, die 
soviel Aktivator enthalten, daB das Enzym, trotz der unter unseren 
Versuchsbedingungen vorliegenden starken Verdiinnung des KEnzym— 
Aktivator-Systems (von etwa 0,05cmm, dem Kivolumen, auf 20,6cmm, 
das Reaktionsvolumen), vollaktiv bliebe und weiterer Magnesium- 
zusatz wirkungslos wire. Umgekehrt kénnen wir aus unseren 
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Versuchen nicht schlieBen, dai die Leucylpeptidase im Wirkungs. 
milieu des Kies nicht vollaktiv ist. Der Aktivatorgehalt des Kies 
kann sehr wohl fiir diese Wirkungsbedingungen ausreichen, auch, 
dann, wenn wir nach starker Verdiinnung aktivierbares Enzym 
vorfinden. 

Ahnliche Uberlegungen gelten fiir die Dipeptidase der Tubifex- 
Kier, von der wir also nur aussagen kénnen, daS8 wir unter den 
Bedingungen unserer Versuche eine Aktivierbarkeit durch Ma- 
gnesiumsalze nicht konstatieren konnten. 


Wir danken Herrn Prof.S. P.L.Serensen fiir das férdernde 
Interesse, mit dem er dieser Arbeit gefolgt ist. 


Zusammenfassung. 


Die Leucylpeptidase-Aktivitiit von befruchteten, ungefurchten 
Tubifex-Kiern wird durch Zusatz von MgCl, bei p,, 8,0 betricht- 
lich gesteigert. 
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Uber die Natur der Arginase”). 
Von 
S. Edlbacher und H. Pindésch. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Oktober 1937.) 


In unserer letzten Arbeit tiber die Natur der Arginase?) 
setzten wir uns das Ziel, durch Reinigung des Enzyms der Frage, 
ob dem Mangan bei der Arginasewirkung eine biologische Rolle 
zukomme, naiher zu kommen. 

In Fortsetzung ilterer Versuche iiberzeugten wir uns, dab 
mit den Methoden der Adsorption und Elution und auch mittels 
Chromatographie, eine weitgehende Reinigung der Arginase vor- 
liufig nicht zu erzielen ist, wohl aber eine fiir das praktische 
Arbeiten giinstige Befreiung von einem Teile der EiweiBkérper 
velingt. Wir untersuchten weiterhin den EinfluB von Dialyse, 
Elektrodialyse und Druckfiltration durch Cuprophanmembranen, 
ebenfalls ohne Resultate zu erhalten, die irgendwelche Schliisse 
auf die Natur des Enzyms zulieBen. Auch durch fraktionierte 
Acetonfallungen konnte keine wesentliche Stickstofiverarmung der 
Enzymlésungen erhalten werden, ebensowenig wie durch die zahl- 
reichen Aussalzungsversuche mit NaCl, Na,SO, und Phosphat 
(nach Buttler und Montgomery’). Jedoch geben diese letzteren 
Versuche immerhin in einer Richtung einen neuen Anhaltspunkt. 
Ks zeigte sich namlich regelmaéBig, daB die Arginase-haltige 
KiweiBfraktion immer bei einer Salzkonzentration ausflockt, die 
im Serum zu Ausfallungen der Albumine fiihrt, daB aber in der 
Globulinfraktion nie Enzym vorhanden ist. Allein aus dieser Tat- 
sache kénnen wir bei dem niedrigen Reinheitsgrad allerdings noch 
nicht schlieBen, daB die Arginase einen Albumin-ihnlichen KiweiB- 
bestandteil enthalte. Aber da, wie aus dem folgenden hervorgeht, 


*) Vorgetragen bei der 12. Tagung der Freien Vereinigung Schweizer 
Physiologen, Lausanne am 26. Juni 1937. 
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ein kolloider Trager von EiweiBnatur mit Bestimmtheit anzunehmey 
ist, kann die angefiihrte Tatsache vielleicht doch einen Anhalts- 
punkt fiir die Natur dieser Proteins geben. 

Obwohl uns also eine weitgehende Reinigung des Enzyms 
und seine Zerlegung in Traiger und Wirkungsgruppe durch Elektro- 
dialyse nicht gelang (es wurde bis etwa 100 Stunden mit 60 Milliam). 
bei 12 Volt elektrodialysiert, wobei die Enzymaktivitit bei Konstant- 
haltung des p,, sich im Vergleich zur Kontrolle nicht verinderte., 
lassen die folgenden Versuche doch recht wahrscheinlich er- 
scheinen, daB 

1. ein Trager von Proteinnatur, 

2. eine Mangan-haltige Wirkungsgruppe vorhanden sein 
miissen, was wir schon in unserer Arbeit mit Zeller auf Grund 
der Vorversuche postulierten. Jene Versuche hatten ergeben, dai 
Trypsin die Arginase-Aktivitit der Siiugerleber in kurzer Zeit 
vernichtet, was durch die Gegenwart von Mangan verhindert wird. 
Wir haben diese Versuche noch auf andere Enzymquellen aus- 
gedehnt und dabei festgestellt, daf die Saugermuskel-arginase 
durch Trypsin nie vollstindig vernichtet wird, und daB anderer- 
seits hier’ das Mangan keinen Schutz auszuiiben vermag. Die 
Taubenniere verhialt sich ahnlich wie die Saugerleber, wiihrend 
beim Taubenmuskel durch Trypsin in den ersten Stunden eine 
Steigerung der Arginaseaktivitit ausgelést wird, die von nach- 
heriger fast vol .indiger Zerstérung gefolgt ist, wobei wiederum 
kein Mangansch iz besteht. Bei diesen Versuchen zeigte es sich 
auBerdem noch, daB haufig Taubenmuskeln sich fast gar nicht 
durch Mangan aktivieren lassen, ohne da’ ein Zusammenhang 
mit einem bekannten Faktor (z. B. Geschlecht, Jahreszeit) besteht. 
Wir haben also hier noch recht uniibersichtliche Verhiltnisse. 
die vielleicht auf die wechselnden Mengen von Begleitkolloiden 
zuriickzufiihren sind. 

In Analogie zu den ‘l'rypsinversuchen untersuchten wir die 
Wirkung von Pepsin auf die Arginase. Da fiir die Pepsinwirkung 
stark saure Reaktion erforderlich ist, muBte zuerst der Einflub 
der Siure auf die Arginase festgestellt werden. Es zeigte sich 
dabei, daB durch Ansaéuern mit Salzsiure — unter Pufferung 
mit Glykokoll — auf ungefaihr p,, 3,5, die Arginaseaktivitat eines 
Rattenleber-Rohextraktes und ebenso unserer best gereinigten 
Enzymlésungen in wenigen Sekunden vernichtet wird. Bei weniger 
oder stiirker saurer Reaktion (p,, 5 bis p,, 1) erfolgt dies viel lang- 
samer. Bei neutraler Reaktion ist die Arginase sogar bei 38° 
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lange Zeit haltbar, wihrend sie bei p,, 9,4 (d. h. Spaltungsoptimum) 
bei dieser Temperatur rasch abnimmt und in 24—48 Stunden 
vollstindig zugrundegeht, bei 20° aber und natiirlich auch bei 0° 
monatelang haltbar ist. Dieses Verhalten gegeniiber der Anderung 
des p, gibt uns offenbar ein Bild der isoelektrischen Kurve des 
Trigerproteins mit einem isoelektrischen Punkt bei etwa p,, 3,5. 

Setzt man nun zu dem durch kurzes Ansiuern (20—30 Sekunden) 
inaktivierten Enzym nach der Neutralisation durch Eintragen in 
einen groBen PufferiiberschuB von p, 9,4 Manganionen zu, so 
erhilt man wieder eine starke Aktivierung, die sogar stiirker sein 
kann als die Manganaktivierung des unverinderten Enzyms. Voraus- 
setzung fiir das Gelingen des Versuches ist, daB bei 0° gearbeitet 
wird, da sonst das Tragerprotein zu rasch denaturiert wird. Auch 
bei 0° wirkt aber Ansiuern iiber lingerer Zeit zerstérend auf 
das Knzym ein, so daB Reaktivierung nicht mehr méglich ist. 

Fiir die Existenz eines kolloiden Triigers von Proteinnatur 
sind folgende Tatsachen beweisend: LaBt man bei p,, 2—3 Pepsin 
in einer Konzentration von 1:1000 bis 1:10000 auf die Arginase 
einwirken, so ist schon nach wenigen Minuten die Aktivierung 
durch Mangan nicht mehr méglich. Bei 0° dauert es etwa 1/, Stunde 
bis die Pepsinwirkung vollstandig ist, wihrend sie bei Zimmer- 
temperatur fast augenblicklich eintritt. Ist das Pepsin vorher 
kurze Zeit auf 80—100° erhitzt worden, so beeinfluBt seine Gegen- 
wart die Verhiltnisse gar nicht. Im Gegensatz zur Siurewirkung 
ist die Zerstérung der Arginase durch Alkali (p, 11—14) irre- 
versibel. 

Diese Versuche sprechen mit groBer Wahrscheinlichkeit fiir 
die Annahme, daB die Arginase aus einem kolloiden Triger von 
KiweiBnatur, und zwar einem hochmolekularen Protein und einer 
manganhaltigen Wirkungsgruppe besteht. In saurem Milieu wird 
das Mangan aus der Wirkungsgruppe herausgelést, wahrend alle 
iibrigen Teile des Enzyms durch die Siure zunachst nicht an- 
vegriffen werden. Durch nachfolgenden Zusatz von Manganionen 
in groBem UberschuB bei‘ alkalischer Reaktion, kann dann wieder 
eine Bindung zwischen Mangan und Trigerprotein stattfinden. 
Das Mangan lift sich bei unserer Versuchsanordnung durch die 
Metalle Fe, Cd, Co, Ni nicht vertreten, was aber nach den neuesten 
Arbeiten von Perkins und Hellermann’®) event. nur auf dem 
Spaltungs-p,, beruhen konnte. Tatsichlich ist eine Reaktivierung 
des durch Siure inaktivierten Enzyms durch Co bei p,, 7,7 und 
durch Ni bei p, 6,8 zu beobachten, in gréSenordnungsweise 
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ihnlichem MaBe wie durch Mangan. Dies steht in voller Uberein- 
stimmung mit den schénen Untersuchungen von Perkins und 
Hellermann, die fiir die Arginase-Aktivierung durch Co ein 
Optimum bei p,, 7,7 fir diejenige durch Ni bei p,, 6,8 gefunden 
haben. Die Metalle Fe, Cd, Zn, Mg, V erwiesen sich als un- 
geeignet fiir die Reaktivierung. Auffallenderweise zeigte es sich als 
Nebenbefund, daB Vanadium fiir die native Arginase ein fast ebenso 
guter Aktivator ist wie Mangan, was vielleicht von Interesse sein 
kénnte, wenn man an das von Henze*) vor bald 30 Jahren bei 
Aszidien gefundene physiologische Vorkommen von Vanadium denkt. 

Die physiologische Rolle von Cobalt und Nickel als Bestand- 
teil des Organismus ist natiirlich nicht ohne weiteres von der 
Hand zu weisen [vgl. die Untersuchungen von Bronwer'’), 
R. Paulais®), KE. Il. Underwood’), H. 0. Askew und I. K. Dixon}, 
aber scheint auf jeden Fall nur eine untergeordnete Rolle zu 
spielen, wihrend andererseits das durch Bertrand ®) nachgewiesene 
ubiquitiire Vorkommen des Mangans dieses Metall wohi viel eher 
als geeignet erscheinen lift, die von uns angenommene Funktion 
als integrierender Bestandteil des Arginasemolekiils zu ertiillen. 

Kinen Beweis dafiir, da8 das inaktivierte Enzym wirklich 
regeneriert wird, erblicken wir iibrigens darin, daB es gelingt, die 
reaktivierte Arginase genau so wie die native durch Natriumsulfat 
auszusalzen, wobei alles nicht im Knzymsystem gebundene Mangan 
natiirlich im Filtrat bleibt. Es gelang uns auch in der bisher 
am besten gereinigten Enzymlésung (durch Adsorption und 
Druckfiltration iiber Cuprophan) Mangan nach der Methode 
von Bertrand in gréBenordnungsweise derselben Menge 
nachzuweisen, wie in der frischen Leber. 

Wir konnten alle diese Versuche mit Siugermuskelarginase 
bestitigen, wihrend Taubenorgane die Manganreaktivierung nur 
andeutungsweise zeigten und somit auch wieder eine vorlaufig 
nicht erklarbare Sonderstellung einnehmen”*). 


1. Wirkung von Trypsin auf Muskelarginase. 


Ansatz: Meerschweinchenmuskel mit Schere fein zerschnitten, mit 
viel Quarzsand und dem doppelten Volumen Glykokoll—-Natronlauge-Puffer 
Pp 9,4 verrieben, zentrifugiert, filtriert, davon 2 ccm pro Ansatz, + 5 cem 
Puffer + 3 cem Argininchlorhydrat m/10 py 9,4 + event. 0,4 cem Mangan- 
sulfat m/100 + 0,05 g Pancreatinum absolutum (Merck). 24 Stunden Spaltung 
bei 38°, Ureasezerlegung, Soda-Folin. 


*) Wie die Verhiiltnisse beim Jensen-Sarkom liegen, werden wir 
demniichst mitteilen. 
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Tabelle 1. 









Incubationsdauer bei 38° . 


2 eem Muskel 


2cem Muskel 4 rma 
2cem Muskel + Trypsin 


29 eem Muskel + Mn + Trypsin 


verrieben, 
bewahrt. 


zentrifugiert, 


0 


3,90 
13,00 
3,25 


10,00 





| 92 
} 


Stdn. 


3,45 


14,00 


2.60 
9,30 


Reaktivierung durch Mangan. 
Ansatz: Leberextrakt 1:10, mit Glykokoll-Natronlauge-Putter py 9,4 


4 6 6 Stdn. 


3, 
15, 


45 
05 


2,60 


Qe 
vy 


25 


2. EinfluB des p,, auf Rattenleberarginase, 


Verbrauch cem n/50-H,SO, 


24 Stda. 


3 00 
15 00 
1,95 
6.30 


filtriert, unter Toluol bei Zimmertemperatur auf- 


Enzymlésung wird nach Eiskihlung simtlicher Lésungen in 
i0faches Volumen Putter des gewiinschten py bzw. in entsprechend ge- 
pufferte Pepsinlésung gegeben und py durch Indicatorpapier festgestellt. 
Nach bestimmter Zeit werden je 2cem davon in 10 ccm Puffer py 9,4 
mit oder ohne Mangan) pipettiert, dazu 
2 Stunden Spaltung bei 38°. 


Tabelle 2. 


8 cem Argininchlorhydrat m/10. 





PH 


1,0 


2,3 
3,7 
5,3 
6,6 
8,0 
9,40 

10,0 

12,0 

13,0 





ohne Mn 


0,45 
pod 
0,20 

4,25 
4,7 


~ 


4,40 
4,40 
3,75 
0,10 
0,00 


Verbrauch ccm 0 n/50- A, SO, 
nach 1 Stunde 


sofort 


+ Mn 


6,85 
5,70 
4,90 
5,95 
6,05 
6,05 
7,80 
9,10 
0,25 
0,25 


ohne Mn 


0,45 
0,15 
0,20 
4,80 
4,80 
5,00 
3,30 





+ Mn 


7,30 
4,20 
0,40 
7,85 
7,85 
9,40 
10,50 


3. Reaktivierung der durch HCl inaktivierten Arginase 


Ansatz vgl. Versuch 2. Spaltung bei py 9,4. 


durch Zusatz von 2 wertigen Metallionen. 











2cem Enzym allein 





Labelle 3. 
20—30 Sekunden Sinanéirtititane Verbrauch ccm 1 n/50- H,S0,. 
. 0 : | | 
sia Pat0 | pot0 | Pat 

- 0,15 9,65 10,95 

2cem Enzym + 0,4 ecm MnSO, m/ 100 9,15 12,80 18,45 
2 cem Enzym + 0, 4ceccm FeSO, m/100 0,20 9,95 10,85 
2cem Enzym + 0,4 cem Caso, m/100 0,20 10,50 13,05 
2cem Enzym + 0,4 ccm CoCl, m/100 0,55 13,90 12,25 
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4. Spaltung bei wechselndem p,,. 


Ansatz wie letzter Versuch. 


Tabelle 4. 











“Verbrauch cem n/50-H, SO, 
Spaltung Pu 9,4 Spaltung Pu % 7 besa Pu 6. § 








Kon- | inakt. | Kon- | inakt. | Kon- | inakt. 


trolle § d. HCl} trolie 4. elt frolle [4a HC! 





2ccm Enzym. . 14,15 | 0,40 14,60 0,45 , 11,20 | 0,45 
2cem Enzym + MnSO, 19,60 | 15,50 14,50 4,90 , 18,80 1,35 

2cem Enzym + CoSO, | 15,85 | 1,25 | 14,45 | 10,70 | 12,60 | 10,45 
2 cem Enzym + NiSO, 14,25 | 0,30 | 13,80 4,95 | 11,75 6,40 
2ccm Enzym + CdSO, | 13,15 | 0,65 14,05 | 1,50 | 10,60 | 0,40 
2cem Enzym + ZnSO, | 12,30 0,25 | 13,90 0,90 | 12,40 0,60 
2cem Enzym + V*). . | 16,75 | 0,25 | 14,85 | 0,75 | 11,85 | 0,50 
2ccm Enzym + MgSO, | 13,90 | 0,25 = 13,50 0, 60 =: 11,35 0,25 
2cem Enzym + FeSO, 14,00 0,20 13,00 0,25 8,30 0,20 

















*) Vanadinsaures Natrium. 


5. Reaktivierung einer gereinigten Enzymloésung. 


Ansatz: Katze wird in Narkose von der Jugularvene aus blutleer 
gespilt. 5g Leber mit 500 ccm Phosphatpuffer p, 7,1 und Quarzsand ver- 
rieben, koliert, tiber Nacht im Eisschrank stehen gelassen, zentrifugiert. 
Durch Zusatz von einigen Tropfen n-Essigsiure py auf 6,8 gebracht. In 
Portionen von je 100 cem wird mit je 1,5 g Kaolin (nach Willstitter 
gereinigt) 15 Minuten adsorbiert, zentrifugiert, mit je 100 eem Glykokoll 
Puffer py 9,4 20 Minuten eluiert. Eluat fast farblos. Eluat in der Druck- 
bombe bis zur Trockne durch Cuprophanmembran getrieben, in '/;, des 
Ausgangsvolumens aufgenommen, filtriert. Spaltungsansatz vgl. Versuch 2. 
20—30 Sekunden Siiureeinwirkung. 


Tabelle 5. 





| V erbrauch ecm n/50- H, SO, 
Spaltung Pu 9,4 Spaltung Pu’ " 7) Spaltung Pr 6,8 





Kon- | inakt. Kon- | inakt. 7 Kon- | inakt. 
trolle an HCl | trolle | a. HCL _trolle |¢. HC! 


2cem Enzym.. . 5,75 | 1,00 6,50 | 0,40 5,45 | 0,20 
2ecm Enzym + MnSO, 8,50 | 5,00 7,10 1,55 6,60 0,55 
2cem Enzym + CoSO, | 8,65 | 1,10 7,20 | 4,95 | 5,95 | 3,40 
2ecem Enzym + NiSO, 7,80 | 1,05 | 6,70 2,65 | 5,35 | 2,75 
2cem Enzym + V*). . | 8,55 | 1,00 | 6,55 | 0,40 | 5,15 | 0,15 








*) Vanadinsaures Natrium. 
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6. Wirkung von Pepsin auf Rattenleberarginase. 


Ansatz wie Versuch 2. 





Tabelle 6. 

















= Vv erbrauch ecm n 1/50: -H, 80, 
Dauer d. HCl- Einwirk. 30 Sek. ] 5 5 Min. 15 Min. 30 Min. 
dH 6.8 —----—— 1 
a r 2ecm ‘Enzym. +Mn |— Mn! +Mn —Mn 4- Mn| —Mn + Mn |—Mn 
lakt. ; spe ‘nett ee ee ee <== 
HCl BM opp 94. ~~ - ~~ ~~ | 170 | 12,7 | | | | 
Pe 73,0. - 23.75 | 1,0 | 21,9 | 0,35 | 12,0 | 0,25 | 10,15 | 0,20 
45 [P) Pepsin 1: 1000, py 8,0. | 15.25 | 0,7 | 56/025) 30/015 1,95 | 0,20 
35 [| Pepsin 1: 10000, py 3,0 | 22.85 0,9 | 11,6 | 0,25 4,851 0,25 2.60 | 0,10 
),45 
40 
co | ’%. Aufhebung der Pepsinwirkung auf Arginase 
50 OF durch vorheriges Erhitzen. 
a : Ansatz wie Versuch 2. 
20) 
Tabelle 7. 
Vateonehi-« ecm n/50-H,SO, 
— Dauer der Einwirkung 30 Sekunden 25 Minuten 
ver- ohne Mn | _+Mn ohne Mn| + Mn 
iert. § === ST Ss wen ae 
In Diz 994 7,45 13,7 7,30 18,25 
si Pop 8,0 0,70 19,40 0,10 15,50 
COll n P , " 
wk Pepsin 1: 1000, py 3,0... . 0,45 11,30 0,40 1,55 
des Pepsin 1: 1000, 3 Min. auf 60° 
19 erhitzt, py 3, ep 0,50 11,90 0,10 1,50 
Pepsin 1: 1000, 3 Min. anit 80° 
erhitzt, py 3.0. , es 0,80 19,75 0,30 3,50 
Pepsin 1: 1000, 3 Min. auf 100° 
erhitzt, py 3 0 . ‘ , 1,0 19,80 0,10 10,75 
68 8. Aussalzen der durch Mangan reaktivierten Arginase. 
ct. Ansatz: 2ccem Rattenieberextrakt 1:10 mit 2cem n/10-HCl unter 
Cl Kiskiihlung vermischt (py = etwa 3,0). Nach bestimmter Zeit werden 16 ccm 
Putter py 9,4 zugegeben (= etwa py 9,2), davon 
: 1. 2cem Enzym + 10cem Puffer + 3 ccm Argininchlorhydrat m/10. 
) 2. 2cem Enzym + 8 cem gesiittigte Na,SO,-Lésung, filtriert: 
a) Filtrat + 7 cem Puffer + 3 cem Argininchlorhydrat m/10. 
) 











b) Filter mit Niederschlag + 12 ccm Puffer + 3 cem Argininchlor- 


hydrat m/10. 





2 Stunden Spaltung bei 38°. 
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Tabelle 8. 
Verbrauch « com - n/50- H, SO, 

ohne Mn | + Mn 
2cem Enzym, PH 9,4 . a ae 16,5 | 23,75 
2ecem Enzym, 1,5 Min. angesiiuert hin te 0,80 19,15 

2 cem Enzym nach Ansiuern ausgesalzen: 
ee ee ee 0,80 12,65 
Fa a a 055 | 0,75 


9. Wirkung von Pepsin auf Meerschweinchen-Muskelarginase. 


Ansatz: Muskelextrakt 1:3 wird unter Eiskiihlung in gleiches 
Volumen n/10-HCl gegeben (etwa py, 3,0), nach bestimmter Zeit 4 ccm 


davon pro Ansatz. Tabelle 9. 





V erbraucb — cem 0) /50- H,SO, 


Dauer der HCl-Einwirkung ie 30 Sekunden | 30 Minuten 
ohne Mn) +Mn | ohne Mn| +Mn 





Pr 954 - 2,05 6,2 175 | 5, 
Da 3,0. a Sas 0,80 8,45 0,55 | 5,8 
Pepsin 1: 1000, Pr 3,0 ni oss 0,55 3,05 0,45 0,45 
Pepsin 1: 1000, erhitzt . . 1,00 7,75 0,70 | 5,65 


10. Mangannachweis in gereinigtem Extrakt. 
10 g Katzenleber werden nach den Angaben von Versuch 5 gereinigt. 
Das zur Trockne eingeengte Eluat wird jedoch nicht in Puffer geldst, 
sondern Kolloid + Filter werden direkt weiter verarbeitet. 
1. 10g blutfreie Katzenieber werden im Platintiegel verascht und das 
Mangan nach Bertrand bestimmt = etwa 0,025—0,03 mg Mangan. 
2. Kolloid + Filter im Platintiegel verascht = etwa 0,01—0,013 mg Mg. 


Zusammenfassung. 

1. Pepsin zerstért die Arginase irreversibel. 

2. Die durch analoge Salzsiiure-Konzentration eintretende 
Inaktivierung der Arginase liBt sich durch 2 wertige Metallionen 
wie Mangan, Kobalt, Nickel wieder aufheben. 

3. Im Zusammenhang mit friiheren Versuchen wird die Hypo- 
these aufgestellt, daB die Arginase aus einem kolloiden Trager 
von Albuminnatur und einer Wirkungsgruppe besteht, an der mit 
groBer Wahrscheinlichkeit das Mangan beteiligt ist. 


Schrifttum. 
1. Diese Z. 245, 65 (1936). — 2. J. of Biol. Chem. 99, 173 (1932). — 
3. J. Amer. Chem. Soc. 68, 2654 (1936). — 4. Diese Z. 72, 494 (1911). — 
5. Landbourk und Tijdsch. 49, 212 (1937). — 6. C. r. Acad. Sei. 204, 1508 
(1937). — 7. Science (N. Y.) 85, 604 (1937). — 8. New Zeeland 18, 73 (1936). — 
9. Vgl. Literatur bei Reimann u. Minot, J. of Biol. Chem. 42, 329 (1920). 
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Uber das Vorkommen von Octopin, Agmatin und Arginin 
in der Octopodenart Eledone moschata. 
Von 


D. Ackermann und M. Mohr. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Wiirzburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. November 1937.) 


Die seiner Zeit von K. Morizawa!) unter den Extraktstoffen 
von Octopus octopodia aufgefundene, als Octopin bezeichnete 
Verbindung von der Formel C,H,,0O,N,, ist neuerdings von 
H. Mayeda?”) auch in dem SchlieBmuskel der Kammuschel (Pecten 
yessoensis) festgestellt worden. Ende vorigen Jahres konnte nun 
S. Akasi’) mitteilen, daB ihm die Aufkliirung der Konstitution 
des Octopins und seine Synthese gelungen sei, und daB es sich 
hier um eine dem Arginin nahestehende Iminodicarbonsiiure von 
folgender Formel handele: 

NH, NH—CH(CH,)—COOH 


HN=C—NH—CH,—CH,—CH,—CH—COOH 


Die Barytspaltung lieferte Harnstoff und eine als Octopin- 
siure bezeichnete Verbindung C,H,,0,N, mit 2 Carboxylgruppen 
und 1 Aminogruppe. Die Synthese gelang durch Einwirkung von 
l-¢-Brompropionsiure auf d-Arginin, lieB sich aber auch mit 
d,l-¢-Brompropionsaéure und d-Arginin durchfiihren, da das dann 
gleichzeitig entstehende optische Isomere ein leichter ldsliches 
Pikrat gibt als das Octopin selbst und so leicht beseitigt werden 
kann. 

Das Octopin ist nun auch von E. Moore und D. W. Wilson%, 
und zwar in der Muschel Pecten magellanicus, aufgefunden worden, 
und die Ermittelung der Konstitution durch I. L. Irwin und 
D. W. Wilson’) fiihrte zu dem gleichen Formelbilde. 

Fiir uns waren diese bedeutungsvollen Feststellungen die 
Veranlassung, nochmals die Untersuchung der Extraktstoffe der 
Octopodenart Eledone moschata®) aufzunehmen, die uns seinerzeit 
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als einziges Guanidinderivat das d-Arginin*) gebracht hatte. Da 
inzwischen die damals noch nicht gebriuchliche Flaviansiure 
die Méglichkeit einer fast vélligen Beseitigung des Arginins ge- 
geben hat, kamen wir bald zur Isolierung eines Korpers, dessey, 
Kigenschaften mit denen des Octopins iibereinstimmen, und der 
bei der Spaltung Harnstoff und Octopinsiure (als Cu-Salz) lieferte. 
Auch die Synthese gelang nach Akasis Angabe ohne Schwierigkeit. 
Daneben lieB sich Agmatin (Pikrat und Goldsalz) gewinnen, 
ein Guanidinderivat, das bei den Wirbellosen bisher nur in 
Geodia gigas’), sonst in Heringstestikeln’) und Extractum sec. 
cornut.*) gefunden wurde. Gleichfalls aus Octopodenmuskeln ist 
seiner Zeit von T. Iseki?) als Pikrat eine Base isoliert, die er 
mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit als Methylagmatin an- 
spricht. Leider ist seitdem hieriiber keine weitere Mitteilung 
erfolgt, vor allem wire eine N-Methyl-Bestimmung erwiinscht. 


Experimentelles. 


Der mit Phosphorwolframsiiure fiillbare Anteil der Extraktstoffe von 
10 kg frischer Muskulatur von Eledone moschata enthielt nach dem Ein- 
engen der Lésung im Vakuum 18 g Stickstoff. Eine Bestimmung des Tri- 
methylaminoxyd-Gehaltes nach F. A. Hoppe-Seyler’’) fiel negativ aus. 

Da eine scharfe Abtrennung der Argininfraktion von der Histidin- 
fraktion auf Schwierigkeiten stieB, wurde der mit Silber und Baryt fallbare 
Anteil gemeinsam verarbeitet. Nach Ausfiillung des schon beschriebenen®) 
d-Arginins als Flavianat (16,7 g; ber. N 17,22 °/,, gef. 17,55 °/,) wurde die 
Flaviansiiure mit Baryt und der iiberschiissige Baryt genau mit Schwefel- 
siiure beseitigt. Jetzt krystallisierten aus der zum diinnen Sirup eingeengten 
Lésung nach lingerem Stehen in der Kiilte 4,1 g weiBer Krystalle aus, die 
nach 2maligem Umkrystallisieren die fiir Octopin erwarteten Werte gaben. 


5,200 mg Subst.: 8,305 mg CO,, 3,450 mg H,O. — 5,440 mg Subst.: 
1,100 cem Ny, (20,5°, 750,5 mm). 
C,H,,0,N, Ber. C 43,87 H 1,37 N 22,76 
Gef. ,, 43,56 ,, 7,42 ,, 28,22. 


Die Substanz zersetzte sich unter Aufschiiumen und Briunung bei 
281° (Akasi 281—282°). Die Sakaguchische Reaktion gab eine noch 
intensivere und mehr purpurartige Fiarbung als Arginin. [o]7!= + 20,27° in 
4,47 °/,iger wiiBriger Lisung. Die wiilrige Lésung reagiert ganz schwach 
sauer gegen Lackmus. 

Durch Fiillung einer wiBrigen Lisung des Kérpers mit wiiBriger 
Pikrinsiiure wurde das Pikrat gewonnen, das auch nach mehrfachem Um- 
krystallisieren kongosauer reagierte. 

*) Dies ist jetzt von Akasi (a. a. O., S. 279) auch in Octopus octo- 
podia aufgefunden worden. 
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Octopin, Agmatin und Arginin in der Octopodenart usw. 951 


4,410 mg Subst.: 6,075 mg CO,, 1,780 mg H,O. — 5,570 mg Subst.: 
1.040 eem Ny (21,5°, 746 mm). 
C,H,,0,N,-CsH,;0,N; Ber. C 37,88 H 4,45 N 20,64 
Gef. ,, 37,57 ,, 4,52  ,, 21,22. 


Als Schmelzpunkt des Octopinpikrates geben Morizawa sowie Akasi 
925° (unkorr.), Moore und Wilson 226—230° (korr.) an. Wir fanden 
auch nach 6 maligem Umkrystallisieren bei langsamem Erhitzen 221—222° 
(unkorr.). Das krystallinische Bild des Pikrates war ebenso wie dasjenige des 
freien Octopins in Ubereinstimmung mit den verdffentlichten Abbildungen. 

Das gleiche Pikrat lie sich auch aus synthetischem Octopin gewinnen, 
welches nach Akasi durch Einwirkung von d,l-a-Brompropionsiure auf 
d-Arginin gewonnen war. (Fiir Octopinpikrat: Ber. C 37,88, H 4,45, N 20,64; 
Gef. C 37,47, H 4,65, N 21,14). 

AuBer einem Flavianat lieB sich auch das Pikrolonat der Base gewinnen. 

6,260 mg Subst.: 1,194 eem N, (21°, 750,5 mm). 

C,H, ,0,N,°C,,H,O,N, Ber. N 21,96 Gef. N 21,89. 


Die Substanz zersetzte sich bei 233—234° (Morizawa 234°). 

Nach 2 stiindigem Erhitzen von 1g freier Substanz mit 30 cem Wasser 
und 30cem kalt gesiittigtem Barytwasser am RiickfluBkiihler wurde das 
Barium beseitigt. Wir engten zum Sirup ein und konnten durch Alkohol- 
extraktionen Harnstoff gewinnen (Probe von Barrenscheen positiv; 
Fallung mit Oxalsiure, Quecksilbernitrat sowie Salpetersiure positiv; Harn- 
stoftnitrat: Ber. N 34,15; Gef. N 33,71). 

Der alkoholunlisliche Teil gab nach Kochen mit Kupfercarbonat ein 
dunkelblaues schwer lisliches Salz (Gef. N 10,96; fiir octopinsaures Kupfer: 
Ber. N 10,55). 

Die urspriingliche Mutterlauge der 4,1 g Octopin wurde zwecks mdég- 
lichster Beseitigung von Resten dieses Kérpers mit schwefelsaurer Queck 
silbersulfatlésung und Athanol gefillt. Aus dem Filtrat beseitigen wir den 
Alkohol durch Einengen, das Quecksilber durch Schwefelwasserstoff und 
die Schwefelsiure genau mit Baryt. Die nun eingeengte Fliissigkeit lieferte 
mit w&Briger Pikrinsiure ein Pikrat, das auch nach 2maligem Um- 
krystallisieren intensive Sakaguchische Reaktion zeigte und sich als 
reines Agmatinpikrat erwies. 

4,814 mg Subst.: 6,120 mg CO,, 1,500 mg H,O. — 5,120, 5,790 mg 
Subst.: 1,068 (20,5°, 752 mm), 1,211 (20,5°, 752,5 mm) ccm N,. 

C;H,,N,*(CsH,0,N3). Ber. C 34,67 H 3,43 N 23,81 
Sef. ,, 34,67 ,, 3,49 ,, 24,01, 24,08. 

Schmelzp. 236° (unkorr.). Ein Teil des Pikrates wurde in das Gold- 
salz tibergefihrt. 

5,718 mg Subst.: 1,545 mg CO,, 1,120 mg H,O. — 5,400 mg Subst.: 
0,349 cem N, (22°, 749,5 mm). 

C,H,,N,-2(HAuC1,) Ber. C 7,41 H 1,97 N 6,91 
Gef. ,, 7,837 4, 219  ,, 7,87. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die 
Unterstiitzung der Untersuchung. 
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Uber das Schicksal der Reduktodehydrocholsadure 
im Krétenorganismus, 
sowie einige biochemische Untersuchungen 
der 3-Oxy-12-ketocholansaure. 
Von 
Kazuhisa Kyogoku. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, Japan.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Oktober 1937.) 


In der vorangehenden Mitteilung') habe ich berichtet, daB die 
Dehydrodesoxycholsiure im Krétenorganismus zu einer epimeren 
Form, der $-3-Oxy-12-ketocholansiure, hydriert wird, ebenso wie 
dies auch bei der Dehydrocholsiure”) geschieht. Unter der Voraus- 
setzung, daB die sekundire Alkoholgruppe des Gallensiiuremole- 
kiils bei ihrer Epimerisierung erst zur Carbonylgruppe dehy- 
driert wird, wurde die Umwandlung der Reduktodehydrocholsdure 
von Schenck (a-Reduktosiure) im Krétenorganismus untersucht. 
Wenn die durch katalytische Hydrierung in alkalischem Medium 
erhaltene Reduktodehydrocholsiure dem Krétenorganismus ver- 
abreicht wird, so kann unter Epimerisierung /-5-Oxry-7, 12-diketo- 
cholanséure mit sehr schlechter Ausbeute aus dem Krétenharn 
gewonnen werden. Es liegt nahe zu vermuten, daB diese aus 
Harn gewonnene f-Reduktosiiure von Anfang an in der ver- 
abreichten isomeren «@-3-Oxy-7,12-diketocholansiure vorhanden 
war, und daB diese #-Saéure aus dem Organismus unveriindert 
ausgeschieden worden ist. Um eine solche Moéglichkeit nach- 
zuweisen, wurde ein Gemisch der beiden Reduktosiuren, welches 
durch katalytische Hydrierung von Dehydrocholsiure in saurem 
Medium gewonnen wurde, und zwar so, daB es in iiberwiegender 
Menge #-Saure enthalten muBte, dem Krétenorganismus verabreicht. 
Dabei stellte sich heraus, daB die Ausscheidung der #-Saiure im 
Harn in so geringem MaBe vor sich ging, dab man eine einfache 
Filtration der #-Reduktosiure durch den Krétenorganismus kaum 


1) Diese Z. 246, 99 (1937). 
*) K. Yamasaki u. K. Kyogoku, Ebenda 255, 43 (1935). 






































254 Kazuhisa Kyogoku, 


annehmen konnte. Demnach bleibt nur die eine Méglichkeit tibrig, 
daB die dem Krétenorganismus verabreichte «- oder f-Redukto- 
dehydrocholsiure erst zur Dehydrocholsiure oxydiert und dann 
unter Reduktion zum Teil als (-3-Oxy-7,12-diketocholansiure im 
Harn ausgeschieden wird, wahrend der gréBte Teil der @-Redukto- 
siure unter Umwandlung in «-Reduktosiure im Organismus )be- 
nutzt wird. 

Ks ist eine allgemein bekannte 'l'atsache, daB die biologisclie 
Wirksamkeit der Sterinabkémmlinge bzw. Sexualhormone!) yon 
der sterischen Konfiguration stark abhingig ist. Dies muB auch 
fiir Gallensiuren gelten. Nach den Untersuchungen von Shoda 
und Tominaga’) steht die himolytische Grenzkonzentration der 
Chenodesoxycholsiure zu der der Ursodesoxycholsiure im Ver- 
haltnis 1:8. Von den beiden Siuren ist die letztere eine 7-epi- 
Chenodesoxycholsiure*). Ihre die Pankreaslipase fordernde *) sowie 
ihre hypoglykimische Wirkung®) ist der der Chenodesoxycholsiure 
weitaus iiberlegen. 

Dementsprechend habe ich zuerst die hiimolytische sowie die 
die Pankreaslipase fordernde Wirkung der a@- und £-3-Oxy- 
12-ketocholansiure®) vergleichend untersucht und gefunden, daf 
die himolytische Grenzkonzentration der #-Siure zu der von 
a-Siure bei Ziegenblutzellen im Verhiltnis 1:4 und bei Rinder- 
blutzellen im Verhiltnis 1:8 steht (Tab. I). Dagegen ist die die 
Lipase férdernde Wirkung der «-Siure der der f#-Siure weitaus 
iiberlegen (Tab. III), was mit den stalagmometrischen Befunden 
bei den beiden Sauren gut iibereinstimmt; die «-Siure ist viel 
stirker oberflachenaktiv als die §-Siure (Tab. IV). Aus diesen 
Ergebnissen kann man wohl den SchluB ziehen, daB die raum- 
liche Lage der OH-Gruppe an ©, des Sterinmolekiils oder der 
8-Siiure physiologisch nicht zweckmiBig ist, und daB die giftigere 
8-Konfiguration der OH-Gruppe an C, der Gallensiuren oder 
Sterine im Organismus durch Umwandlung in die @-Form ent- 
giftet werden muf, ein Vorgang, der auch bei einer Gallensiure- 
bildung aus Sterinen stattfinden kénnte. 


1 L. Ruzicka, M.G.Goidgelb, J. Meyer, H. Briingger 
u. E. Eichenberger, Helvet. chim. Acta 17, 1395 (1934); u. a. 

*) Zentralorgan, Med. Ges. Okayama 39, 1566 (1927). 

*) T. Iwasaki, Diese Z. 244, 1811 (1936). 

4) T. Iwasaki, Arb. Med. Facult. Okayama 5, 113 (1936). 

») T. Fukui, Arb. Med. Facult. Okayama 5, 299 (1937). 

*) K. Kyogoku, a. a. O. 
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Schicksal der Reduktodehydrocholsiure im Krétenorganismus usw. 255 


Beschreibung der Versuche. 


A. Umwandlung der Reduktodehydrocholsaure im Krotenorga- 
nismus. — 1. Reduktodehydrocholsiure. 5g reine Dehydrocholsiure 
wurden in wiBrigem oder absolutem Alkohol gelést, mit n/1-Natronlauge 
alkalisch gemacht und katalytisch (Pt-Oxyd 0,5 g, 30—32°, 752—755 mm) 
hydriert. Nach 30 Minuten war die berechnete Menge Wasserstoff auf- 
genommen; das krystallisierte Reaktionsprodukt schmolz bei 180—185; aus 
Aceton—Wasser wurden Nadeln vom Schmelzp. 186—187° erhalten, genau 
wie bei der Reduktodehydrocholsiiure. 

Im Sommer wurde diese Reduktosiiure (11,5 g) als 1°/,ige Na-Salzlosung 
nach der Vorschrift von Shibuya’) 50 Kréten verabreicht. Die gesammelte 
Harnmenge betrug 1,4 Liter (spezifisches Gewicht 1,001—1,002, gegen 
Lackmus fast neutral). Der Alkoholauszug des Harns wurde nach Yama- 
saki und Kyogoku®) verarbeitet; der dabei erhaltene Atherauszug wurde 
in Sodalésung aufgenommen und mit NaCl bis zur Siattigung versetzt. Die 
so ausgesalzene schwirzlich-briunliche Schmiere wurde in Wasser gelést, 
mit verdiinnter Salzsiiure ausgefillt, wobei sich ein pulveriger Niederschlag 
abschied. Das getrocknete Pulver (0,7 g) wurde in Essigester gelést und 
stehen gelassen. Die dabei abgeschiedenen Nadeln wurden mit Essigester— 
Petrolither angeriihrt und abgesaugt. Sie schmolzen bei 237—241° Aus- 
beute etwa 0,1 g. Sie wurden aus Aceton—Alkohol einige Male umkrystalli- 
siert und schmolzen bei 256—260°; keine Mischschmelzpunktsdepression 
mit der §-3-Oxy-7, 12-diketocholansdure. 

Der mit itherischer Diazomethanlésung hergestellte Methylester wurde 
aus Methanol umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 105° (unter Auf- 
schiiumen); der getrocknete Ester schmilzt bei 152—154° und zeigte mit 
dem $-3-Oxy-7,12-diketocholansiiuremethylester keine Depression. 

Das Oaim des Esters schmilzt bei 242°, wie Shibuya’) angegeben hat. 

3,589 mg Subst.: 0,197 cem N (16°, 766,7 mm). 


CysH op O3Ns Ber. N 6,25 Gef. N 6,30. 


2. a- und #-Reduktodehydrocholsiuregemisch. 7g reine De- 
hydrocholsiiure wurden in 90 cem Kisessig gelést, der 0,5 cem 30°/,iger 
Salzsiiure enthielt und katalytisch (Pt-Oxyd 0,4 g, 30°, 761mm) mit Wasser- 
stoff in 80 Minuten hydriert. Die vom Katalysator befreite Kssigsiure- 
lisung wurde im Vakuum abgedampft, in 5°/, iger Natronlauge gelést und 
erwirmt. Nach einigen Stunden wurde sie mit verdiinnter Salzsiure an- 
gesiiuert, wobei zuerst eine milchige Triibung, dann eine Krystallisation 
auftrat. Dieses Krystallisat wurde abgesaugt und getrocknet. Es schmolz 
gegen 155°. Ausbeute 4,4 g. 

Im Herbst wurde das Gemisch (10 g) genau nach der oben beschrie- 
benen Methode als 1°/,ige Lésung 50 Kréten verabreicht. Die gesammelte 
Harnmenge betrug 1,6 Liter (spezifisches Gewicht 1,001—1,002), die genau 
wie vorher verarbeitet wurde. Die dabei erhaltene Gallensiurefraktion des 
Atherauszuges war ziemlich schwer krystallisierbar; sie krystallisierte erst 
nach mehrmaliger Extraktion mit Aceton oder Ather aus Essigester. Rohe 
Ausbeute etwa 0,12 g. Diese Siiure wurde mehrmals aus Alkohol oder 


1) J. of Biochem. 17, 385 (1933). * a. a. O. >a aD, 
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Aceton umkrystallisiert, Schmelzp. 258—260°; keine Depression mit Iso- 
reduktodehydrocholsiure. 
5,003 mg Subst.: 13,004 mg CO,, 4,007 mg H,0. 
C.4H3,05 Ber. C 71,24 H 8,97 Gef. C 70,89 H 8,96. 


Aus dem von Isoreduktodehydrocholsiiure befreiten Filtrat wurden 
eine kleine Menge Nadeln vom Schmelzp. 155° erhalten, die leider zur 
weiteren Untersuchung nicht ausreichend war. 


In beiden Versuchen wurden der Kot und die Galle der Kroéten gleich- 


zeitig untersucht, aber kein Erfolg erzielt. 


B. Biologische Untersuchungen der «- und $-3-Oxy-12-ketocholan- 
saure. — 1. Himolytische Wirkung. «- und #-3-Oxy-12-ketocholansiiure 
wurden nach der Vorschrift der vorangehenden Mitteilung') durch kata- 
lytische Hydrierung von Dehydrodesoxycholsiure erhalten. Die a-Siiure 
schmilzt bei 155—158°, die 6-Siiure bei 218—220°; als Kontrolle wurde 
Dehydrodesoxycholsiure (Schmelzp. 188°) verwendet. 

Diese 3 Siiuren wurden je als Na-Salz in 0,9°/,iger Kochsalzlésung 
gelést und in einer Konzentration yon 1/3,,.—1/so9) g/eem zum Versuch 
verwendet. 

Von diesen Lésungen wurden je 2 ccm in kleine Reagensgliiser gefiillt 
und jedem Réhrehen 1 cem der Blutkérperchensuspension?) yon Rind und 
Ziege zugefiigt. Alle Réhrehen wurden kriftig durchgeschiittelt und dann 
1 Stunde lang im Brutschrank, dann iiber Nacht im Eisschrank gehalten: 
die Ablesung erfolgte erst am folgenden Morgen, Die Ergebnisse sind in 
der folgenden Tabelle zusammengefaBt. 


Tabelle I. 





























brag een 1:375 | 1: 750 |1: 1500] 1: 3000] 1:6000}1:12000] Blut 

= . ———_————— —— ag — gam — —_ a = = ‘i Snecma 294 — an —— Y, 

a-Siure... 4 1 a ms a a R 

Si tr +r + “ “" “a Z 

B-Siiure.. . Hi 4p IL ‘ 4 a 

Dehydrosiiure si ay i ai es 4 
+ volistiindig, + teilweise, + spurenweise, — keine. 


Z. = Ziege, R. = Rind. 


2. LipasefoOrdernde Wirkung. Der Lipaseauszug wurde aus 
frischen Schweinepankreasdriisen nach der Vorschrift von Kaziro und 
Tsuji’) hergestellt und unter 2facher Verdiinnnng mit Wasser zur Ver- 
wendung gebracht. 

Die drei oben beschriebenen Gallensiiuren wurden als 0,4 °/, ige Na-Salz- 
lésung verwendet. Die Olemulsion wurde nach Kanitz‘) hergestellt und 


) -a.'a.'O. *) H. Wieland, Arch. f. exper. Path. 85, 79 (1920). 
3) J. of Biochem. 11, 333 (1930). 
*) Diese Z. 46, 484 (1905). 
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uit Iso. Hi das Digestionsgut aller Versuche mit 10 ccm eines Phosphatgemisches von 


Dy 7,8 versetzt. 
Die Versuchsergebnisse finden sich in der folgenden Tabelle. 

















96. 
Tabelle IL. 
vurden — ~-- 
er zur I II Ill lV 
gleich- a 10 10 10 10 
Lipaseldsung ccm ..... 3 3 3 3 

holan- Qlemulsion cem ...... 5 5 5 5 
nsiure Gallensiiurelésung ccm - 3 6 12 

; Wasser cem........ 12 9 6 0 
- kata- : = 1S : a 

a (ll 0,5 0.5 0.5 0,5 
-Siiure 
wurde 


Jedes dieser Digestionsgemische (I—1V) wurde in kleine Kolben ein- 
gegossen, gut geschiittelt und dann im Brutschrank bei 37—38° 18 Stunden 

















lésung a : ' , 
Se lang gehalten. Die dabei gespaltene Fettsiiure wurde mit n/10-NaOH unter 
SX" @ Alkoholzusatz (5 ccm) titrimetrisch doppelt bestimmt (Phenolphthalein) und 
refill die dabei verbrauchten Kubikzentimeter der Alkalimenge angegeben. 
June Tabelle III. 
dann _ 
alten : . ' 
ae te Gallensiure o*, 0,04 °/, 0,08 °/, 0,19 °/, 
ai 5,7 14,8 18,3 21,3 
GOONS 2. 5. wt 7.9 14,7 15,0 22.1 
sects — 9,1 10,9 12,6 13,1 
' Pee 6 a ee eo 9,6 11.0 13,9 14'8 
slut 
. 7,1 10,7 11,8 15,2 
= ; Dehydrosiure . 7,1 10,8 11,8 14,2 
R. 
3. Stalagmometrische Untersuchung. Die die Oberflichen- 
R. spannung herabsetzende Wirkung der drei genannten Gallensiuren wurde 
9 hier stalagmometrisch bei 19—20° ermittelt. Die gefundenen Werte finden 
Z,. 5 5 


R sich in der folgenden Tabelle. 


Tabelle IV. 





Gallensiure 1:500 g/ccem 1:1000 g/cem 








aus : 

und RR i iat oc: Sati, Wig 146,6 112,9 

Ver- | ae ae 114,5 112,9 
ppemyaroenere. .. 3... 5. 114,5 109,1 

Salz- Destilliertes Wasser... .. 100,0 100.0 

und 

920). 
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Uber pflanzliches Provitamin D. 
Von 


A. Windaus und F. Bock. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium in Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. November 1937.) 


Das Vorkommen von antirachitischem Provitamin in Rob- 
sterinen pflanzlicher Herkunft ist schon lange bekannt. LBereits 
im Jahre 1925 haben Hess und Weinstock!) gezeigt, daB bei 
der Ultraviolettbestrahlung von Phytosterinen Stoffe entstehen, 
die antirachitisch wirksam sind, 

Nachdem von amerikanischen Forschern festgestellt worden 
war, daB Provitamine des Tierreichs und des Pflanzenreichs sich 
physiologisch verschieden verhalten, wurde die Vermutung aus- 
gesprochen, daf die Provitamine des Tier- und Pflanzenreichs sich 
in ihnlicher Weise voneinander unterscheiden wiirden wie die 
iiblichen Sterine aus Tier- und Pflanzenreich. Es wurde also an- 
genommen, daB die Tiere ein 7-Dehydro-cholesterin mit 27 Kohlen- 
stofiatomen, die héheren Pflanzen 7-Dehydro-derivate des Sito- 
sterins und Stigmasterins mit 29 Kohlenstoffatomen und die Pilze 
mehrfach ungesiittigte Provitamine mit 28 Kohlenstoffatomen (Ergo- 
sterin) enthalten wiirden. 


Die systematische Untersuchung hat aber ergeben, daB die 
Verhiltnisse nicht so einfach liegen. Man hat zwar bei Siuge- 
tieren, bei Végeln und bei Mollusken das erwartete 7-Dehydro- 
cholesterin aufgefunden, manche niedere Tiere enthalten aber 
unerwarteterweise auch Ergosterin’). Bei den héheren Pflanzen 
hat man bis jetzt 7-Dehydro-sitosterin oder 7-Dehydro-stigmasterin 
iiberhaupt noch nicht nachweisen kénnen; Pollard?) hat vielmehr 
das Vorkommen von Ergosterin im HahnenfuB (Dactylis glomerata 
sehr wahrscheinlich gemacht. 


1) J. of Biol. Chem. 63, 297, 805 (1925). 
*) Nachr. Ges. Wiss. Gottingen, Fachgruppe III, 1, Nr. 18 (1936). 
*) Biochemic, J. 30, 382 (1936). 
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Zur Klarung dieser Frage haben wir begonnen bei einer 
Anzahl von Phytosterinen die darin enthaltenen Provitamine zu 
charakterisieren. Wir geben zuniichst die folgende Tabelle: 














Gehalt des lufttrocknen | Gehalt des Phytosterins 
Material Materials an Sterin an Provitamin 
in %/, in *, 
WeiBbkohl ..... 0,011 0.05 
Spinatt. ..-.... 0,011 1,02 
0,015 0,10 
Robkastanien .. . 0,012 0,76 
Steckriiben .... 0,004 0,28 
Mohrriiben. . .. . 0,004 0,17 
' Scopolia-wurzel*) . -~- 1,40 
Roh. © Weizenkeimlinge‘) . — 1,23 
Oi BE  Baumwollsaatél*) . . — 5,0 
sreits ' a ae elo 
3 be Wegen ihres verhiltnismaBig hohen Provitamingehalts eignen 
shen, — sich fiir die Identifizierung des Provitamins am besten die Sterine 
aus Baumwollsaatél und aus Scopolia-wurzel. Wir haben sie 
j darum untersucht und in beiden Fallen nicht 7-Dehydro-sito- 
rdet , ' 
oh sterin, sondern Ergosterin aufgefunden. 
sic “ a alee cea 
Ob das Ergosterin als das einzige Provitamin der Pflanzen 
aus- : ; : 
“ol zu betrachten ist oder ob etwa auch Dehydro-phytosterine mit 
sich . j ; 
ai 29 Kohlenstoffatomen vorkommen, muB8 durch weitere Versuche fest- 
le 
| cestellt werden. 
ie. Provitamin aus Baumwolisaatdl. 
; le . . ~ 
“7. Zur Darstellung des Provitamins wurden 45 g der braun- 
. gefirbten Rohsterine aus Baumwollsaatél in einer grofen Alu- 
‘a miniumoxyd-siule adsorbiert und fraktioniert eluiert. Die Einzel- 
"O(- A = ‘ ‘ ‘ ‘ 
ree heiten des Verfahrens sind schon beschrieben). Das Provitamin 
| lie8® sich in einer einzigen Adsorption leicht von den iibrigen 
aie — Sterinen und den anderen Begleitstoffen abtrennen. 
vel Uber den Gang der Elution unterrichtet die folgende Tabelle: 
dro- j 
aber Filtrat Sterin im Filtrat | Provitamin im Rohsterin 
in Litern in g im *, 
Ze, CNC , 
erln § 5 sae mn 
, 4 28,36 — 
eh) ; 4°94 _ 
ata 1 2,50 15,5 
1 0,93 95,5 
1 0,13 34,1 








* Fiir die Uberlassung dieser Sterine sprechen wir der Chemischen 
Fabrik E. Merck-Darmstadt unseren besten Dank aus. 

5) Diese Z. 244, 218 (1936); 245, 168 (1937). 
18* 
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200 mg des 95,5°/, igen Materials wurden mit Essigsiiure- 
anhydrid acetyliert. Das Acetat schmolz nach 3maligem Um- 
krystallisieren aus Alkohol bei 173° wie Ergosterylacetat und gab, 
mit diesem gemischt, keine Schmelzpunktserniedrigung. 

4,863 mg Subst.: 14,655 mg CO,, 4,610 mg H,O. 


Ergosterylacetat ..... . C,;,H,,0, Ber. C 82,12 H 10,58 
7-Dehydro-sitosteryl-acetat . C,,H,,.0, » » =a 5, 11,09 
7-Dehydro-stigmasteryl-acetat C,,H,,0, » 22,28 5» 10,69 

Gef. ,, 8218  ,, 10,61. 


Kin Teil des Acetats wurde mit 5°/  iger alkoholischer Kali- 
lauge verseift; nach 2maligem Umkrystallisieren aus Alkohol lag 
der Schmelzpunkt des Verseifungsprodukts bei 163° wie derjenige 
des Ergosterins. Bei der Mischschmelzpunktsprobe mit reinem 
Ergosterin zeigte sich keine Erniedrigung. 

Das in der tiblichen Weise bereitete 3,5-Dinitrobenzoat des 
Provitamins schmolz nach dem Umkrystallisieren aus Chloroform- 
Aceton bei 202° wie Ergosteryl-3,5-dinitrobenzoat und gab mit 
diesem keine Schmelzpunktserniedrigung. 

4,542 mg Subst.: 11,880 mg CO,, 3,180 mg H,0. 
Ergosteryl-dinitrobenzoat. .... . C,,;H,,O,N, Ber. C 71,14 H 7,85 
7-Dehydro-sitosteryl-dinitrobenzoat . C,,H;,O0,N. 4,  ,, 71,24 ,, 8,31 
7-Dehydro-stigmasteryl-dinitrobenzoat C,,H,.O,N,  ,, 5, 71,48 ,, 8,01 

Gef. ,, 71,33 ,, 7,85. 

Zur weiteren Identifizierung wurden noch 200 mg des Pro- 
vitamins aus Baumwollsaatél mit Natrium und Alkohol hydriert; 
das so erhaltene Produkt wurde acetyliert; der Schmelzpunkt des 
Acetylderivats lag nach 4 maligem Umkrystallisieren bei 181° und 
blieb auf Zusatz von e-Dihydro-ergosterylacetat unverindert. Das 
Verseifungsprodukt des Acetyl-provitamins schmolz nach dem Um- 
krystallisieren aus Alkohol bei 175—176° und ebenso schmolz 
reines, aus dem Acetat bereitetes «-Dihydro-ergosterin. Auch der 
Mischschmelzpunkt der beiden Alkohole war unverindert. Weiter- 
hin haben wir das Provitamin mit Palladium-mohr und Wasser- 
stoff behandelt und einen Stoff vom Schmelzp. 129—130° erhalten. 
der vom e@-Ergostenol nicht zu unterscheiden war. 

SchlieBlich wurde das mit ultraviolettem Licht bestrahlte 
Provitamin auf seine antirachitische Wirksamkeit gepriift. Be- 
kanntlich ist das bestrahlte 7-Dehydro-stigmasterin antirachitisch 
fast unwirksam und das bestrahlte 7-Dehydro-sitosterin an Ratten 
mindestens 10mal schwicher wirksam als unter gleichen Be- 
dingungen bestrahltes Ergosterin. Nach einer Mitteilung der 
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e. ME Chemischen Fabrik E. Merck, der wir fiir die Untersuchung 

n- yielmals danken, verhalt sich nun unser bestrahltes Provitamin 

b, im physiologischen Versuch wie bestrahltes Ergosterin und nicht 
wie bestrahltes 7-Dehydro-sitosterin. Nach diesen Versuchen scheint 
uns die Identitit des Provitamins aus Baumwollsaatél mit Ergo- 
sterin sichergestellt. 


Provitamin aus dem Sterin der Scopolia-wurzel. 


Ebenso wie im vorigen Versuch wurde auch das Sterin der 
> Scopolia-wurzel an Aluminiumoxyd adsorbiert und fraktioniert aus 
g der Siule wieder ausgewaschen. Doch verlief der Versuch iiber- 
e raschenderweise anders wie beim Sterin aus Baumwollsaatél. Bei 
2 der ersten Adsorption wurde der Provitamingehalt von 1,4°/, in 

der letzten Fraktion auf 8,0°/, erhéht, aber bei weiteren Adsorp- 

S tionen konnte eine aihnliche Anreicherung wie in anderen Fallen 

, nicht erzielt werden. 

Indessen lieB sich das angereicherte Provitamin aus Scopolia- 
sterin leicht durch photochemische Dehydrierung in das schwer 
lésliche ,,Pinakon“ iibérfiihren. 1,8 g Sterin mit einem Provit- 
amingehalt von 5,1°/, wurden mit 0,1 g Eosin in einem kleinen 
Rundkolben in Alkohol gelést, die Luft wurde durch Kochen der 
Lésung verdringt und der Kolben verschlossen. Nachdem die 
Lisung 3 Stunden lang dem Sonnenlicht ausgesetzt worden war, 
hatten sich 70 mg des ,,Pinakons“ in Nidelchen abgesetzt. Der 
Schmelzpunkt des gebildeten Pinakons lag wie derjenige des 
,“rgo-pinakons* bei 204—205°% Zur weiteren Identifizierung 
wurde das Pinakon des Provitamins in ,,Neo-ergosterin“ iiber- 
gefihrt: das Pinakon wurde in Essigsiureanhydrid gelést und 
die Lésung 2 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Bei der iblichen 
Aufarbeitung entstand ein Reaktionsprodukt, das wie Neo-ergo- 
sterin bei 150—151° schmolz und mit diesem keine Schmelz- 
punktsdepression gab. 

Bei der physiologischen Untersuchung des Provitamins, die 

Friulein v.Guenther in der Biochemischen Abteilung des hiesigen 
Laboratoriums vornahm, stellte es sich heraus, daB das Provit- 
amin sich nach der Bestrahlung wie Ergosterin und nicht wie 
7-Dehydro-sitosterin verhielt. 
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Citronensdiure im Gewebsstoffwechsel. 
Von 
F. L. Breusch. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Szeged, Ungarn.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. November 1937.) 


Der Abbau und die Funktion der Citronensiiure waren bis 
vor kurzem dunkel, da der von Neef und Reichel?) aufgezeizte 
Abbau zu Acetondicarbonsiure (?-Ketoglutarsiure) nur ein unter- 
geordneter Nebenabbau der Citronensiiure sein kann, weil reine 
Acetondicarbonsiure im Atmungsversuch nicht als Donator wirkt 
[Wagner-Jauregg’)], 

Erst vor kurzem ist durch neue Arbeiten von Knoop und 
Martius***) gezeigt worden, daf der Abbau der Citronensiure 
in der Hauptsache nicht iiber die £-Ketoglutarsiiure, sondern iiber 
die a-Ketoglutarsiure zur Bernsteinsiure geht, und daB zwischen 
der «-Ketoglutarsiure und der Citronensiiure ein reversibles System 
Cisaconitsiure—Isocitronensiure, wahrscheinlich auch Ketotricarb- 
allylsiure besteht, das die Aufgabe hat, die #-Hydroxylgruppe 
der Citronensiure in die «-Hydroxylgruppe der Isocitronensiiure 
iiberzufiihren. 

Die Bildung von a@-Ketoglutarsiiure bei der Bebriitung von 
Gewebe mit Citronensiure wurde von Krebs®) bestitigt. 

Krebs®) hat die Ergebnisse von Knoop und Martius iiber 
den Citronensiureabbau und die Atmungstheorie der C,-Dicarbon- 
siuren von Szent-Gyérgyi‘) und Mitarbeitern miteinander zu 
einer neuen Theorie zu verbinden versucht. Er nimmt an, da 
im Gewebe die héchste Oxydationsstufe der C,-Dicarbonsiiuren, 


) Diese Z. 240, 163 (1936). 2) Diese Z. 237, 227 (1935). 
*) Diese Z. 242, 1 (1936). *) Diese Z. 246, 1 (1937). 


*) Martius, Diese Z. 247, 104 (1937). 

*) Enzymologica 4, 148 (1937). 

”) Annau, Banga, Huszak, Laki, Straub u. a. und Szent- 
Gydrgyi, Diese Z. 236, 1 (1935); 244, 105 (1936). 
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die Oxalessigs’ure, sich mit einem Mol einer vorliufig noch nicht 
festgelegten Triose zu Citronensiiure oder vielmehr einer um ein 
Kohlenstoffatom reicheren Verbindung kondensiert, die dann durch 
das Gewebe zu Citronensiiure oxydiert wird. Er macht diese An- 
nahme in Analogie zu einer von Knoop und Martius gefundenen 
Reaktion, die zeigen konnten, daB in alkalischer Lésung in vitro 
Oxalessigsiiure und Brenztraubensiure sich zu einer Ketooxysiure 
kondensieren, die durch H,O, zu Citronensiiure decarboxyliert und 
oxydiert wird. 

Nach der Annahme von Krebs®) verliuft die Oxydations- 
vermittlung zwischen dem Endprodukt der Girung, den Triosen 
und dem Warburg-Keilin-System folgendermafen: 


Formelbild 1. 


Zucker 
| 
Y 
Triose 
—— te 
£ ) 
Cisaconitsiiure ~< Citronensiiure + CO, Oxalessigsiure 
y A 
[socitronensiiure Fumar-Apfelsiure 
Y + 
«-Ketotricarballylsiure —> a-Ketoglutarsiiure + CO, —> Bernsteinsiure + CO, 
A 
\ 
Warburg-Keilinsystem 
A 
i 
Sauerstoff 


Ich kann in allem die Versuche von Knoop und Martius**?) 
bestiitigen. Die Gewebsatmung sowohl des Muskels wie der Leber 
werden durch Citronensiiure, Cisaconitsiure und Isocitronensdure*) 


*) Die Darstellung der Cisaconitsiiure nach Malachowski und Mas- 
lowski [Ber. chem. Ges. 61, 2524 (1928)] liefert nur dann schmelzpunkts- 
reine Siure, wenn man das aus Transaconitsiure dargestellte Anhydrid nach 
dem Lésen in wenig Wasser im Hochvakuum bei Zimmertemperatur rasch 
eindampft, so daB spiitestens in 1 Stunde alles Wasser entfernt ist. Bei 
lingerem Lésen in Wasser oder Eindampfenlassen im wasserstrahlevakuierten 
Exsiccator lagert sich ein Teil in Transaconitsiiure um, was man am Schmelz- 
punkt erkennt. Am zweckmiiBigsten ist es, fiir jeden Versuch das Anhydrid 
entsprechend frisch einzuwiegen und zu neutralisieren, da es sich in Wasser 
sofort zur Cissiiure aufspaltet. Die verwendete Isocitronensiiure war im 
Exsiccator zum krystallisierten inneren Lacton geworden; dieses wandelt 
sich beim Neutralisieren oder im Gewebe anscheinend sofort in Isocitronen- 
siiure zuriick, da es sich in all seinen biologischen Eigenschaften wie Citronen- 
siure verhiilt. 
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in etwa der gleichen Weise erhéht, kénnen sich also anscheinend 
voll vertreten, ebenso erhéht «-Ketoglutarsiure die Atmung. 


Versuchsreihe 1. 
Es verbrauchen je 0,4 g frische, sofort nach dem Tode in der eisgekiihiten 
Latapiemiihle gemahlene Meerschweinchenleber in 4 cem Ringerphosphat 
in 60 Minuten emm Q,. 





























— eo + Citronen- 4- Cisaconit- + Isocitronen- + o-Ketoglutar- 
siure siiure siure siiure 
Allem..] 5 2 iImg]/5 2 1mg]5 2 Img] 2 5mg 
450 880 790 805 750 700 690 740 780 810 650 730cmm O, 


Die Erhéhung der Atmung ist praktisch dieselbe durch alle 
3 Tricarbonsiuren, ebenso ist sie praktisch identisch bei Zusiitzen 
von 0,2—10 mg Siaure. Katzenleber reagiert auf Citronensiiure 
schlechter als Meerschweinchenleber. Die Erhéhung variiert von 
Tier zu Tier. Im Muskel und in der Leber verschwindet zu- 
gesetzte Citronensaéure langsam. 

Im Taubenmuskel, auch im Katzenmuskel, ist die Erhéhung 
der Atmung prozentual geringer als in der Leber. 


Versuchsreihe 2, 
0,4 g Taubenbrustmuskel in 4 cem Ringerphosphatlisung. 





ee Muskel allein + 0,5 mg Citrat 
emm O, cmm QO, 
30 255 300 
60 330 390 
90 375 460 
140 390 510 








Das entspricht einer Erhéhung der Sauerstoffaufnahme von 
etwa 25°/, in 140 Minuten; dieser Wert variiert von 10—80°/, 
in den einzelnen Tieren. Ich fand es wahrscheinlich, daB die 
Erhéhung der Atmung durch Citronensiure in der kalten Jahres- 
zeit gréBer ist als im Sommer. Auffallig ist, daB in vielen Ver- 
suchen eine merkbare Erhéhung der Atmung sowohl in meinen 
Versuchen, wie in denen von Krebs’*) erst nach etwa 30 Minuten 
auftritt, wenn also schon etwas Citronensiure zu den C,-Dicarbon- 
siiuren abgebaut ist, was darauf schlieBen laBt, daB die Erhéhung 
gar nicht die Folge einer etwaigen katalytischen Beschleunigung 
durch die Citronensiiure, sondern der entstandenen C,-Dicarbon- 
siuren ist. In manchen Fallen, besonders wenn das betreffende 
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Gewebe von sich aus schon sehr gut atmet, tritt die Erhéhung 
des Sauerstoffverbrauchs durch Citronensiure sofort auf. 

Da, wie Martius’) zeigte, der Vorgang der Umwandlung 
der Citronensdiure I in Cisaconitsiure II reversibel ist, habe ich 
guerst untersucht, ob auch die Isocitronensiure III in Citronen- 


Formelbild 2. 


H 
H,C—COOH HC—COOH HO—C—CUOH O—C—COOH 
HO—C—COOH «s+ C--COOH «s+ HC-—COOH —> | HC—COOH | 
| | | 
H,C—COOH  H,C—COOH H,C—-COOH H,C—COOH 
I II Ili lV 


siure umgewandelt werden kann, womit automatisch auch die 
Reversibilitat des Vorgangs II = III bewiesen wire. ‘T'atsiichlich 
liBt sich auch Isocitronensiure in Citronensiure durch das Ge- 
webe umsetzen. 

Versuchsreihe 3. 


10 eem Taubenbrustmuskelsuspension, 2,5 g Gewebe + 7,5 cem Ringerphos- 
phat + 0,5 Millimol der betreffenden Sure, neutralisiert in 5 cem H,O, 
120 Minuten anaerob bebriitet. 





Zugabe von Citronensiiure Cisaconitsiure | Isocitronensdure 








Nach 2 Stdn. anal. 
38 mg Citronensre. 


Nach 2 Stdn. anal. 


Sofort analysiert Nach 2 Stdn. anal. 
56mg Citronensre. 


95mg Citronensre. 85mg Citronensre. 








Die Methodik meiner Citronensiurebestimmungen war folgende: 


Je 10 cem bebriitete Gewebssuspension wurden mit 10 cem 10°/,iger 
Trichloressigsiiurelésung enteiweibt, filtriert, mit 5 cem Trichloressigsiiure- 
lésung nachgewaschen, 10 Minuten zur Entfernung etwa gebildeter Aceton- 
dicarbonsidure gekocht und nach demVerfahren von Cometiani*) die Citronen- 
siure bei Zimmertemperatur als Pentabromaceton gefillt, nach 24stiindigem 
Stehen im Eisschrank der krystalline Niederschlag durch einen gewogenen 
Glasfiltertiegel filtriert, getrocknet und gewogen. Diese Methode der direkten 
Fillung, die fiir Citronensiuremengen von 1—50 mg gute Werte gibt, wurde 
fiir alle folgenden Untersuchungen angewendet und der Niederschlag nach 
der Wigung stichprobenweise auf seinen Schmelzpunkt kontrolliert. Da 
das Pentabromaceton bei 76° schmilzt, darf der Tiegel nicht im Trocken- 
schrank getrocknet werden; ich habe den Glastiegel jedesmal nach dem 
Auswaschen des Niederschlags auf dem Gummiring méglichst trocken ge- 
saugt, dann 5 Minuten in ein hohes Becherglas gebracht, das in (nicht auf) 
einem kochenden Wasserbad stand; nach 5 Minuten wird der etwa 60° 
heiBe Tiegel, in dem der Niederschlag nicht geschmolzen sein darf, wieder 


8) Z. anal. Chem. 86, 362 (1931). 
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bis zum Erkalten angesaugt und das ganze noch zweimal wiederholt. Es 
ist so méglich, in 20 Minuten einen Glasfiltertiegel bei 60° gewichtskonstant 
zu bekommen, wenn der Niederschlag, wie im vorliegenden Falle, 100 mg 
nicht iibersteigt und kein Wasser festhiilt. Der Analysenfaktor, der sich aus 
dem Molgewicht der Citronensiiure 192 und dem des Pentabromacetons 453 
zu 2,36 errechnet, ist praktisch kleiner; ich finde mit meiner Methodik 
unter genauer Einhaltusg der oben genannten Trocknungsbedingungen einen 
Faktor von 1,9, der sica zwischen 1 und 50 mg eingewogener, reiner wasser 
freier Citronensiure auf etwa 3°/, genau reproduzieren lieB. Die Penta- 
brommethode ist ebenso, wie die von Pucher, Schermann und Vikery® 
daraus abgeleitete colorimetrische Mikrobestimmung durch Farbstoffbildung 


mit Na,S, nicht ideal. 
Die Reaktion der Umwandlung in Pentabromaceton wird ausschlieBlich 


durch Citronensiiure und Acetondicarbonsiure gegeben; Isocitronensiiure. 
Cisaconitsiiure, Tricarballylsiure, o-Ketoglutarsiure, Oxalessigsiure, Brenz- 
traubensiiure, alle C,-Dicarbonsiuren und Aceton geben keine Reaktion. 
Die Acetondicarbonsiiure liBt sich durch 20 minutenlanges Kochen der 


sauren Lésung quantitativ zerstéren. 
Ks ist zu erwarten, daB die Enzyme, die reversibel Citronen- 


siure in Cisaconitsiure und Cisaconitsiiure in Isocitronensiiure 
umwandeln, und die ich vorliufig Aconitasen nenne, die, wie 
Martius und Knoop‘) angeben, wahrscheinlich identisch mit 
Fumarase sind, ahnlich wie die Fumarase ein Gleichgewicht 
zwischen Fumarsiure und Apfelsiiure, ein Gleichgewicht zwischen 
den 3 Tricarbonsiuren herstellen. Ich versuchte dieses Gleich- 
gewicht, das bei der Fumarase konstant in allen Geweben ein 
Verhiltnis von 75°/, Apfelsiure zu 25°/, Fumarsiure herstellt, 
zu bestimmen. Das lieBe sich so feststellen, daB man einem 
Gewebe iiquimolekulare Mengen Citronensiure, Cisaconitsiure oder 
Isocitronensiiure zusetzt, anaerob bebriitet und nach bestimmten 
Zeiten die Menge der Citronensiiure bestimmt, um festzustellen, 
ob die Kurven fiir alle Siiuren sich in einem Punkt treffen, der 
dann das Gleichgewicht angeben miibte. In Muskel und Leber 
ist das leider nicht durchfihrbar, da in beiden zugesetzte Citronen- 
siure sowohl aerob wie anaerob langsam verschwindet. 


Versuchsreihe 4. 











| Sofort | 30 Minuten | 60 Minuten | 180 Minuten 
20 ecem Taubenmuskel + 0,5 Millimol Citrat in 5 cem. 
Aerob... 90 mg 82 mg 73 mg 69 mg | Citronen- 
Anaerob . . 92 mg 88 mg 84 mg 8img{f _  siure 
20 cem Meerschweinchenleber + 0,5 Millimol Citrat in 5 cem. 
Aerob... 91 mg 76 mg 65 mg 58 me | Citronen- 
Anaerob . . 90 mg 85 mg 80 mg 80 mg siiure 











*) J. of Biol. Chem. 113, 235 (1936). 
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Man kénnte diesen Schwund so deuten, daf sich in den 
anaeroben Versuchen ein Teil der Citronensiiure in Cisaconitsiure 
und Isocitronensiure umgelagert hiitte, so daB bei 80°/, Citronen- 
siure ein Gleichgewicht erreicht wire. Dann miiBte sich mit 
aquimolekularen Mengen Cisaconitsiure und Isocitronensiure das- 
selbe Gleichgewicht erreichen lassen, was nicht der Fall ist. 


Versuchsreihe 5. 
20cem T'aubenmuskelsuspension, anaerob bebriitet mit je 0,5 Millimol Citronen- 
siure, Cisaconitsiure und Isocitronensiiure, analysiert auf Citronensiiure 
nach je 30, 60 und 180 Minuten. 























WONG — ae T T ! es seein 
:' 
7 | Citronensdure —87mg Citro-S. 
; | | 
C — | 
& SOI | Cisaconitsaure es 495mg Citro-S. 
= | Jsocitronensaure aed iti 
° L 4 L L a | | J 
20 40 60 80 700 720 TO 0 780 
—> Zeit in Minuten —~> 


Das Gleichgewicht stellt sich nicht ein, weil langsamer Abbau 
dem entgegenwirkt. Ich konnte jedoch im Miusetumor ein Ge- 
webe finden, bei dem die Funktion der Aconitasen genau so voll 
erhalten ist wie die Funktion der Fumarase, wihrend der Tumor 
auch aerob praktisch unfihig ist, zugesetzte Citronensiiure zu 
oxydieren, genau wie er auch iiberschiissige zugesetzte C,-Dicarbon- 
siiuren, im Gegensatz zum Muskel, nicht oxydieren kann. Im 
‘l'umorgewebe, in dem also das Gleichgewicht ungestért von Oxy- 
dation sich einstellen kann, finde ich, daB zugesetzte Cisaconit- 
siure zu mindestens 75°/, in Citronensiure umgewandelt wird, 
wihrend zugesetzte Citronensiiure nur um etwa 5°/, abnimmt, 
was hart an der analytischen Fehlergrenze liegt. 


Versuchsreihe 6. 


20 cem Miusetumor-gewebssuspension (5 g Tumor in 15 cem Ringerphosphat) 
+ 0,5 Millimol Citrat, Cisaconit, wie Versuch 5. 















100mg — L ST NE ST TT 86g Citro- §. 
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Da das Fumarasegleichgewicht von 3 Mol Apfelsiure zu 
1 Mol Fumarsaure in Muskel, Leber und Tumor dasselbe ist, 
darf man annehmen, daB auch das durch die Aconitasen her- 
gestellte Gleichgewicht im Tumor und sonstigem Gewebe dasselbe 
ist. Ich darf deshalb als wahrscheinlich annehmen, daB das Gleich- 
gewicht Citronensiure zu Cisaconitsiure + Isocitronensiure zu 
mindestens 75°/, zugunsten der Citronensiure verschoben ist, 
méglicherweise liegt dieser Prozentsatz noch héher. Wie und ob 
sich Cisaconitsiure und Isocitronensiure in die restlichen 25°), 
teilen, ist mangels geeigneter Analysenmethoden vorliufig nicht 
festzustellen. Kine merkbare Drehung im Polarimeter durch eine 
eventuell gebildete optisch aktive Isocitronensiure, die man analog 
der Bildung von 1-Apfelsiure aus Fumarsiiure erwarten durfte, 
trat nicht auf. Bei sehr langem Bebriiten mit groBen Mengen 
iiberschiissiger Citronensiiure bildet sich eine rechtsdrehende Sub- 
stanz (vgl. Versuchsreihe 16). 

Kine volle Umwandlung zugegebener Cisaconitsiure ist wahr- 
scheinlich deshalb nicht méglich, weil Cisaconitsiure in wiBriger 
Lésung sich langsam zu einem Gleichgewicht mit Transaconitsiure 
umlagert, die analog dem Gegensatz der trans-cisisomeren Fumar- 
siure und Maleinsiure die Atmung stark hemmt und nicht in 
Citronensiiure umgelagert wird, wie ich durch Versuche feststellte. 

Da das anaerobe Verschwinden der Citronensiure eventuell 
den Seitenweg des Abbaus iiber die #-Ketoglutarsiiure, die Aceton- 
dicarbonsiure gehen kénnte, habe ich untersucht, ob bei anaerober 
Bebriitung mit Citronensiure Aceton entsteht, das durch Saure- 
spaltung beim Kochen aus Acetondicarbonsiure leicht gebildet 
wird. Mit der Quecksilbersalazmethode von van Slyke fand ich 
keine Erhéhung der Acetonbildung gegeniiber den Kontrollen, 
weder im Muskel noch in der Leber, was mit Befunden von 
Miller’), Langecker!}), Wieland und Sonderhoff??) in Kin- 
klang steht. 

Falls der Citronensiiure und den C©,-Tricarbonsiuren im Ge- 
webe eine ihnliche katalytische Rolle als Sauerstoff- bzw. Wasser- 
stofitransporteur zukommt, wie das Szent-Gyérgyi‘) und seine 
Mitarbeiter fiir die C,-Dicarbonsiuren gezeigt haben, dann kann 
sich das so abspielen, daB die 3 Oxydationsstufen der C,-Tri- 
carbonsiuren, die Tricarballylsiure, die in bezug auf ihre Oxy- 
dationsstufen isomeren Siiuren Citronensiure, Cisaconitsiure und 


) Biochem. Z. 278, 347 (1935) 11) Biochem. Z. 273, 47 (1934). 
) Liebigs Ann. 499, 213 (1932); 503, 61 (1933); 525, 132 (1936). 
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[socitronensiiure, und die noch unbekannte Ketotricarballylsiure 
reversibel ineinander iibergehen miissen, wie das bei dem System 
Bernsteinsiure, Fumaripfelsiure, Oxalessigsiiure der Fall ist. 

Die zweite Méglichkeit einer Citronensiiurekatalyse wire die 
Cyclustheorie von Krebs®) nach Formelbild 1. 

' Wenn man, ohne Beriicksichtigung des Krebsschen Vor- 
schlages annimmt, daB das C,-Tricarbonsiuresystem eine uhnliche 
Funktion des Sauerstofftransportes hat, wie das C,-Dicarbonsiure- 
system, dann miBte auch die der Bernsteinsiiure entsprechende 
Tricarbonsiiure, die Tricarballylsiure im Gewebe zu Cisaconitsiure 
dehydriert, und, da sich Cisaconitsiure im Gewebe teilweise rasch 
in Citronensiure umlagert, in analysierbare Citronensiure iiber- 
cefiihrt werden. 

Kine solche Dehydrierung der Tricarballylsiure zu Cisaconit- 
siiure findet weder in der Leber noch im Muskelgewebe statt. 
Alle Versuche der Bebriitung mit verschiedenen Mengen neutrali- 
sierter Tricarballylsiure und nachherige Analyse auf Citronensiure 
ergeben kein Resultat. Sowohl im Atmungsversuch wie im Thun- 
bergversuch ist die Tricarballylsiure im Gegensatz zu den anderen 
U,-Tricarbonsiuren wirkungslos. 

Die zweite Méglichkeit eines katalytischen Wirkens der 
C,-Tricarbonsiuren als Sauerstoti- bzw. Wasserstofitransportsystem 
wire die reversible Umwandlung der vorliufig noch nicht dar- 
gestellten Ketotricarballylsiure (Oxalbernsteinsiure) in die Iso- 
citronensdure, die sich um eine Oxydationsstufe unterscheiden 
(Citronensiure, Isocitronensiure und Cisaconitsiiure sind oxydations- 
isomer). Diese Frage konnte ich vorerst nicht lésen, da es mir 
nicht gelang, Ketotricarballylsiiure rein darzustellen. Mit nicht 
krystallisierten Rohprodukten, die ich durch kalte Verseifung des 
Enolkaliumsalzes des Oxalbernsteinsiiure-triithylesters erhielt und 
die wahrscheinlich Ketotricarballylsiure enthielten, konnte ich 
bei anaerober Bebriitung sowohl mit Muskel wie mit Leber keine 
Citronensiure erhalten, wiihrend die entsprechende (,-Dicarbon- 
siure, die Oxalessigsiiure, unter diesen Bedingungen zur Oxysiure, 
der ]-Apfelsiiure, reduziert wird. Diese Frage bleibt vorliufig often. 


Versuchsreihe 7. 


Anaerob, 60 Minuten. 
10 eem T'aubenmuskelsuspension + 200 mg neutralisierte Rohsiiure 
in 5cem 0 mg Citronensiure. 
10 cem Katzenlebersuspension + 200 mg neutralisierte Rohsiiure 
in 5eem 0 mg Citronensiiure. 
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Die dritte Méglichkeit einer Citronensiurekatalyse wire dey 
ringférmige Cyclus nach Formel I. Zur Stiitzung dieser Cyclus- 
theorie fiihrt Krebs*) Versuche an, an denen er zeigt, daB der 
Sauerstofiverbrauch von Taubenbrustmuskel durch gleichzeitige 
Zugabe von Citrat und Glycerophosphat um einen gréBeren Betrag 
erhéht wird, als der Addition der Erhéhungen durch Glycero- 
phosphat und Citrat allein entspriiche. Ich kann leider trotz 
mehrfacher Wiederholungen diesen Befund nicht bestiitigen. Die 
folgende Versuchsreihe ist das Mittel aus neun zu verschiedenen 
Zeiten ausgefiihrten Versuchen, von denen nicht ein einziger ein 
Ergebnis im Sinne von Krebs ergab. 


Versuchsreihe 8. 


Zu je 4ccm Taubenmuskelsuspension (0,4 ¢ Gewebe in Ringerphosphat) 
to nnine Verbrauch in cmm Q,. 











‘ » + 5 mg + 1mg Citrat 
; Zeit Kontrolle + Img Citrat Glycerophos. + 5 mg Glycerophos. 
in Min.| in emm in cmm in emm in ecmm 
60 600 1000 1000 1100 
120 900 1250 1300 1400 
180 1000 1400 1500 1650 














Kbensowenig fand ich die Methylenblau-dehydrierung durch 
gleichzeitige Zugabe von Glycerophosphat und Citrat iiber die 
Summe der Dehydrierungsgeschwindigkeit durch die Kinzelkompo- 
nenten hinaus beschleunigt. 

Aus Atmungsversuchen laBt sich kein Hinweis auf eine kata- 
lytische Aufgabe der Citronensiure in der Gewebeatmung gewinnen. 

In seiner Arbeit stiitzt Krebs®) seine Cyclustheorie haupt- 
sichlich anf die Bildung von Citronensiure aus Oxalessigsiure 
im Gewebe. 

Ich habe zuerst einmal die Reaktion der Bildung von Citronen- 
sdure aus Oxalessigsiiure ohne Gewebe in vitro untersucht. Knoop 
und Martius ®) fanden, daB sich Oxalessigsiure und Brenztrauben- 
siure in alkalischer Liésung teilweise kondensieren und daraus 
durch Wasserstoffsuperoxyd Citronensiiure gebildet wird. 

Ich fand, daB auch Oxalessigsiiure allein, gelést in Wasser, 
beim Neutralinionen mit NaOH oder NH,, zu einem bestimmten 
Prozentsatz ein Kondensationsprodukt bildet, das direkt Pentabrom- 
acetonreaktion gibt. Die Bildung dieses Kondensationsproduktes 
ist abhiingig von der Konzentration, in der die Oxalessigsiure 
neutralisiert wurde, dagegen unabhingig von der Konzentration, 
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in der nachher die Analyse durch Oxydation mit Permanganat 
und Brom zu Pentabromaceton ausgefiihrt wird; es entsteht also 
nicht erst bei der Analyse. 

Wenn ich je 200 mg Oxalessigsiure in 1, 2,10 und 20 ccm 
Wasser lise (bei 1 com teilweise Suspension) und mit 30°/,iger 
NaOH oder NH, gegen Lackmus durch tropfenweise Zugabe der 
Lauge neutralisiere, und nachher alle auf 20 ccm auffiille und 
cleichmiBig direkt oder nach 1 stiindigem Kochen in Siure auf 
Citronensiiure analysiere, so finde ich: 


Versuchsreihe 9. 
Bei Neutralisation in 





1cem = 20°/,ige Lésung ]in 2 cem=10°,}in 10 cem=2°/,}in 20 cem = 1%, 
18 mg 4 mg 1 mg 0,5 mg 


an gebildeter Citronensiiure als Pentabromaceton. 


Die verwendete nicht neutralisierte Oxalessigsiiure gibt dagegen 
keinerlei Reaktion auf Citronensiure. Die Ausbeute an Citronen- 
siure hiingt nicht von der bei der Neutralisation entstehenden 
Temperatur ab; ich fand bei Neutralisation bei — 20°, wobei ich 
durch stiindige Kiihlung dafiir sorgte, daB die Temperatur nicht 
iiber O° stieg, bei der Analyse die gleiche Menge Citronensiure 
als Pentabromaceton. Aus diesem Grunde nehme ich auch an, dab 
in diesem Fall, da wegen der tiefen Temperatur sich aus der 
verwendeten schmelzpunktreinen Oxalessigsiiure nicht geniigend 
Brenztraubensiure gebildet haben kann, um eine Kondensation 
nach Knoop zu geben, eine Kondensation von 2 Molekiilen Oxal- 
essigsiure stattgefunden hat. Zur Bestitigung dieser Annahme 
konnte ich aus einer einfachen Lésung von Oxalessigsiiure in 
Wasser durch Atherextraktion wieder eine nahezu schmelzpunkt- 
reine Oxalessigsiiure isolieren, aus einer bei — 20° neutralisierten 
und wieder angesiuerten 15°/,igen Loésung dagegen nur noch 
eine Siure mit wesentlich erniedrigtem Schmelzpunkt. 

Das oben genannte, von der Oxalessigsiurekonzentration bei 
der Neutralisation abhingige erste Kondensationsprodukt wird 
beim Kochen in neutraler Lésung zerstért, wie Krebs feststellte, 
vielleicht unter Kondensation mit einem dritten Molekiil Oxal- 
essigsiure zu einem Benzolderivat, wie das fiir viele Ketone be- 
kannt ist, die neben der CO-Gruppe eine CH,-Gruppe besitzen. 
Kocht man dagegen die vorher neutralisierten Oxalessigsiure- 
lésungen nach Zusatz von Siure, so wird das bei der Neutrali- 
sation, und nur dort entstandene, Kondensationsprodukt durch 
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Decarboxylierung und Oxydation in Citronensiure iibergefiihrt. 
Vorher nicht neutralisierte Oxalessigsiure gibt weder vor noch 
nach dem Kochen mit Siure eine Reaktion auf Citronensiiure. 
Die Kondensation geht ausschlieBlich bei neutralem und (in der 
Kalte) bei schwach alkalischem p,, vor sich: 


Versuchsreihe 10. 


200 mg Oxalessigsiiure in 2cem H,O direkt analysiert \ 0 mg 
200 mg 1. » 2ceem ,, bis kongosauer neutral. { Citronensiiure 
200 mg " 5 2eem ,, gerade Lackmusneutral 4 mg 
200mg m » 2ceem ,, lackmusalkalisch Citronensiiure 


Diese Beobachtungen, daB der Gehalt an gebildetem Konden- 
sationsprodukt, aus dem nachher durch Decarboxylation und 
Oxydation Citronensiure entstehen kann, von der Vorgeschichte, 
nimlich der Konzentration bei der Neutralisation der Oxalessig- 
siure abhingig ist, ist fiir das folgende besonders wichtig. 

Bei der Nachpriifung der von Krebs*) mitgeteilten Synthese 
von Citronensiure aus Oxalessigsiiure durch Gewebe kann ich die 
Versuchsergebnisse von Krebs bestiitigen. Er findet bei Bebriitung 
von 3 ccm Muskelsuspension nach Zugabe von 39,6 mg Oxalessig- 
siure, neutralisiert in 0,3 ccm Wasser, nach 20 Minuten 2,5°/, 
der zugesetzten Oxalessigsiure als gebildete Citronensiure. Ich 
finde unter gleichen stéchiometrischen Bedingungen, nur mit 
groéBeren Mengen, etwa ebensoviel, 2°/, der zugesetzten (in 1 molarer 
13,2°/, iger Lésung neutralisierten) Oxalessigsiiure an gebildeter 
Citronensiure, die weder in der Oxalessigsiiure noch im Gewebe 
vorher vorhanden waren. 

Ich finde bei Bebriitung (80 Minuten) von je 20 ccm Tauben- 
muskelsuspension nach Zugabe einer jeweils 1 molaren Lésung 
(13,2°/,ig) von neutralisierter Oxalessigsiiure bei Zugabe von jeweils: 


Versuchsreihe 11. 


200 mg 300 mg 400 mg 500 mg Oxalessigsiure 
4 mg 6 mg 9 mg 12 mg Citronensiiure. 


Diese Mengen Citronensiiure finde ich nach Gewebsbebriitung 
vollkommen gleich, ob ich die trichloressigsaure Lésung nach der 
EnteiweiBung direkt 1 Stunde koche oder erst neutralisiere und 
dann koche. Es ist also tatsiichlich aus dem Kondensationsprodukt, 
das man bei der Bebriituug mit der neutralisierten 13,2°/, igen 
Oxalessigsiiure in Héhe von 2°/, der Oxalessigsiuremenge schon 
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gusetzt (vgl. Versuchsreihe 9), im Gewebe durch Decarboxylation 
und Oxydation Citronensiiure in Héhe von jeweils etwa 2°/, der 
Oxalessigsiure entstanden, da das bloBe Kondensationsprodukt, 
wie vorhin gezeigt, beim Kochen in neutraler Loésung zerstért 
wird. Die Menge der gebildeten Oxalessigsiure ist streng abhingig 
yon der Menge der zugesetzten, in 1 molarer = 13,2°/, iger Lésung 
neutralisierten Menge Oxalessigsiure, sie betrigt immer etwa 2°/,, 
also dieselbe Menge, die ich durch saure Verkochung einer ent- 
sprechenden neutralisierten Oxalessigsiuremenge allein auch erhalte. 

Ich finde bei Zugabe 1 molarer, 13,2°/,iger neutralisierter 
Oxalessigsiure zu gekochtem Gewebe und 30 minutige Bebriitung 
das gleiche. 

: Versuchsreihe 12. 

Bei Zugabe von 
200 mg 300 mg 400 mg 500 mg neutral. Oxalessigsiiure 
4 mg 6 mg 8 mg 10 mg Citronensiure. 


In diesem Fall finde ich im Gegensatz zu Versuch 11 nur 
bei saurer Verkochung Citronensiure; koche ich nach der Ent- 
eiweiBung in neutralisierter Lésung, so finde ich nichts. Es ist 
also im gekochten Gewebe keine Decarboxylierung des Konden- 
sationsproduktes aus 2 Molekiilen Oxalessigsiiure zu Citronensiiure 
eingetreten, wie sich eindeutig aus dem Vergleich mit den Ver- 
suchen in vitro ergibt. 

Krebs behauptet, daB das Gewebe imstande ist, aus Oxal- 
essigsiure und einer noch nicht festgesetzten Triose Citronen- 
siure zu bilden. Dann miiBte bei dem riesigen UberschuB an 
Oxalessigsiure, den Krebs verwendet (bei einem Oxalessigsiure- 
gehalt des normalen Gewebes von sicher weniger als 1 mg pro 
100 g ein mehr als 1200facher UberschuB), die Bildung der Citronen- 
siure eine Funktion der Zeit sein. Ich habe das durch Zugabe von 
je 200 mg neutralisierter Oxalessigsiiure in 1 molarer, 13,2°/,iger 
Lisung zu je 20 ccm Taubenmuskelsuspension und Analyse auf 
Citronensiure nach je 10, 30 und 60 Minuten gepriift. Ich finde: 


Versuchsreihe 13. 


Nach 10 Minuten 30 Minuten 60 Minuten 
4 mg 3 mg 1,5 mg Citronensiiure. 


Entgegen der Cyclustheorie finde ich keine Zunahme der 
Citronensdéure, sondern eine Abnahme durch Oxydation, der keine 
Neubildung an Citronensiure gegeniibersteht, wie das bei dem 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCL. 19 
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vorhandenen UberschuB an Oxalessigsiiure nach der Theorie yon 
Krebs unbedingt eintreten miiBte. 

Niemals in vielfachen Versuchen ist es mir gelungen, aus 
einer in 1 normaler, 13,2°/,iger Lésung neutralisierten Oxalegsig- 
siure durch Bebriitung mit irgendeinem Gewebe eine hdhere 
Ausbeute an Citronensiure als etwa 2—3°/, zu bekommen, also 
das, was als Kondensationsprodukt und Vorstufe der Citronensiure 
schon durch Bildung bei der Neutralisation entsteht und durch 
Decarboxylierung durch saures Verkochen oder durch Gewebe- 
bebriitung oder durch direkte Oxydation mit Permanganat und 
Brom in genau gleicher Menge in Citronensiiure und in Penta- 
bromaceton iibergefiihrt wird. 

Wie aus allen bisherigen Versuchen hervorgeht, muB die 
Citronensiurebildung aus Oxalessigsiiure in zwei Phasen zerlegt 
werden: erstens in die Kondensation von zwei Molekiilen Oxal- 
essigsiure oder einem Molekiil Oxalessigsiure und einem Molekiil 
Brenztraubenséure, die durch Spontandecarboxylation leicht aus 
Oxalessigsiiure entsteht, und zweitens in die Decarboxylation und 
Oxydation dieses Kondensationsproduktes zu Citronensiure, das 
nach allen iiberhaupt méglichen Formulierungen, gleichgiiltig, ob 
mit Oxalessigsiure oder mit Brenztraubensiure, eine «-Ketosiure 
sein muf, 

Von der zweiten Phase, der Decarboxylation und Oxydation 
der a-Ketosiiuren wissen wir, daB sie eine allgemeine Funktion 
der meisten Gewebe ist, die ganz unspezifisch die verschiedensten 
a-Ketosiiuren erfaBt. 

Zu beweisen ist also, ob die erste Phase, die Kondensation 
der Oxalessigsiiure mit irgendeiner Triose oder mit Brenztrauben- 
siure oder mit einem zweiten Molekiil Oxalessigsiure im Gewebe 
stattfindet oder nicht. 

Diese Kondensation findet nicht statt, was ich folgender- 
maBen beweisen kann. 

Nach Versuchsreihe 9 bilden sich aus 200 mg Oxalessigsiure 
bei der Neutralisation in 10°/,iger Lisung 2°/, eines Konden- 
sationsproduktes, das bei direkter Analyse oder saurer Verkochung 
Citronensiurereaktion gibt, bei neutraler Verkochung jedoch zer- 
stért wird, wihrend Citronensaure selbst dabei unverindert bleibt. 
Bei Neutralisation von 200 mg Oxalessigsiiure in 1°/,iger Loésung 
bildet sich dagegen praktisch kein Kondensationsprodukt mehr, 
nur noch 0,25°/,, und weder bei saurer noch bei neutraler Ver- 
kochung wird mehr als diese Menge Citronensiure gebildet. 
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Wenn ich nun einmal 200 mg Citronensaiure in 2 cem Wasser 
neutralisiere und einmal in 20ccm Wasser und beide auf 20 ccm 
auffiille und beide mit 20 ccom Taubenbrustmuskelsuspension be- 
brite, so miissen nach der Theorie von Krebs in beiden Fallen, 
da jedesmal 200 mg neutralisierte Oxalessigsiure in insgesamt 
40 ccm Suspension vorhanden sind und bebriitet werden, gleiche 
Mengen Citronensiiure entstehen. Das ist jedoch nicht der Fall. 


Versuchsreihe 14. 


200 mg Oxalessigsiure in 2 ccm Wasser neutralisiert, 
auf 20 cem aufgefiillt, mit 20 cem Taubenmuskel- 
suspension 30 Minuten bebriitet ........ 4 mg Citronensiure 


200mg Oxalessigsiure in 20 cem Wasser neutralisiert, 


mit 20 cem ‘Taubenbrustmuskelsuspension 30 Min. 
ee ee ee ee 0,9 mg Citronensiure 


Dieser Versuch beweist eindeutig, daB nur im ersten Versuch, 
wo bei der Neutralisation der Oxalessigsiure in 10°/,iger Lésung 
nach Versuchsreihe 9 etwa 2°/, Kondensationsprodukt entstanden 
sind, das Gewebe daraus durch Decarboxylation und Oxydation 
Citronensiure gebildet hat, daB aber im zweiten Versuch, wobei 
nach Versuchsreihe 9 bei der Neutralisation der Oxalessigsiure 
nur noch etwa 0,25°/, Kondensationsprodukt entstanden sind, 
durch Gewebe praktisch nicht mehr Citronensdure daraus gebildet 
wurde, obwohl auBer der Vorgeschichte der Oxalessigsiure bei 
beiden Versuchen die Bedingungen vollkommen identisch sind. 
Ks scheint, daB bei dem riesigen, vollkommen unphysiologischen 
UberschuB (dem 1200fachen des normalen Gewebes), wie ihn 
Krebs verwendet, etwas Oxalessigsiure an HKnzymoberflichen 
konzentriert wird, die dann eine Spur Citronensidure bildet, da 
ich in wiederholten Versuchen bei Versuch 2, Versuchsreihe 14, 
statt der nach dem Kondensationsprodukt zu erwartenden 0,5°/, 
Citronensdure 0,9°/, fand. DaB auch diese Synthese ein Kunst- 
produkt ist, laBt sich durch Bebriitung von 20 g Gewebssuspension 
mit 40mg in 0,2°/,iger Lésung neutralisierter Oxalessigsiure 
zeigen, die immer noch den 100fachen Uberschu8 der normaler- 
weise im Gewebe vorhandenen Oxalessigsiiure enthalt, wobei keine 
Spur Citronensiure mehr gebildet wird. 

Damit ist bewiesen, daB es im Gewebe selbst noch bei 
100fachem UberschuB an Oxalessigsiure nicht zur Kondensation 
von Oxalessigsiure, sondern nur zu einer Decarboxylation und 
Oxydation eines bereits bestehenden, kiinstlich zugesetzten Konden- 
sationsproduktes zu Citronensiiure kommt. Damit entfallt die 
19* 
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hauptsichlichste Stiitze der Cyclustheorie, da bei der Synthese 
von Citronensiéure aus Oxalessigsiiure, wie sie Krebs fand, mit 
der 13,2°/,igen neutralisierten Oxalessigsiurelésung bereits 2° 
eines Kunstproduktes, des Kondensationsproduktes aus wahrechein. 
lich 2 Mol Oxalessigsiure, aus dem erst Citronensiure gebildet 
wird, mit eingefiihrt worden sind; wihrend das Kondensations- 
produkt, wenn es nicht schon in der Zufuhr vorhanden ist, selbst 
bei mehrhundertfach iibernormaler Oxalessigsiiurekonzentration 
vom Gewebe selbst nicht gebildet werden kann. 

Gegen die Wahrscheinlichkeit des Citronensiurecyclus spricht 
weiterhin folgendes: Wenn die Umsetzung der Oxalessigsiiure im 
Gewebe in Richtung der Citronensiiure ginge, diirfte sich daraus 
praktisch keine, oder, falls man zugibt, daB nach der Szent- 
Gyérgyischen Theorie’) wenigstens ein Teil der Oxalessigsiiure 
sich riickwiarts, entgegen dem Verlauf des Cyclus, in Apfelsiure 
verwandelt, nur wenig Apfelsiiure, dagegen viel Citronensiure 
bilden. 

Ich habe deshalb den 4. Versuch der Versuchsreihe 9 serien- 
weise mit Gewebe wiederholt und nach 10, 30 und 60 Minuten 
die gebildete Apfelsiure polarimetrisch nach Straub!) und die 
gebildete Citronensiure als Pentabromaceton bestimmt. 


Versuchsreihe 15. 
20 ccm Taubenbrustmuskelsuspension + 200 mg Oxalessigsiiure, neutralisiert 
in 20 ccm Wasser. Vgl. Versuchsreihe 9. 
Ich finde nach 





60 annem 


10 Minuten i. 30 Minuten 
0, 8 mg Citronenséare 0, 91 mg  Citronenstiure 
10 mg 1-Apfelsiure 22 mg |-Apfelsiure 


0,6 mg Ceednenutiere 
37 mg Apfelsiure 








Waihrend also in 60 Minuten von 200 mg Oxalessigsiure in 
20 com Muskelsuspension 37 mg in 1-Apfelsiure umgewandelt 
sind (anaerob und aerob finde ich dasselbe), hat sich in dieser 
Konzentration, die nach Versuchsreihe 9 fast kein primires Kon- 
zentrationsprodukt mehr enthilt, nur noch unter 1 mg Citronen- 
siure gebildet. 

Man kénnte vielleicht einwenden, dai nach der Cyclustheorie 
die gebildete 1-Apfelsiure ebensogut wie durch direkte Reduk- 
tion der Oxalessigsiure auch auf dem Umweg iiber die Bildung 


13) Diese Z. 236, 1 (1935). 
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der Citronensiure nach dem Formelbild 1 vor sich gegangen sein 
kénnte. Dann miiBte zugesetzte Citronensiiure noch mehr |-Apfel- 
siure liefern als Oxalessigsiure, da sie im angenommenen Cyclus 
der Apfelsiure um 2 Umwandlungsstufen niher stehen muB8 als 
die Oxalessigsiure. Auch das ist nicht der Fall. 


Versuchsreihe 16. 





20cem Taubenbrustmuskelsuspension | 20ccm Taubenbrustmuskelsuspension 
+ 200mg Oxalessigsiiure, neutralisiert | +300mgneutralisierter Citronensiure 


in 20ccm Wasser, 1 Stde. bebriitet in 20 ccm Wasser, 1 Stde. bebriitet 
8,5 mg, 
34 mg 1-Apfelsiiure etwa 25°/, der Apfelsiiure einer un- 


bekannten rechtsdrehenden Substanz 





Es entsteht aus Citronensiure praktisch iiberhaupt keine 
|-Apfelsiure. Die ganze groBe Menge der entstandenen 1-Apfel- 
siure ist also ausschlieBlich durch direkte Reduktion der Oxal- 
essigsiiure entstanden, wie das die Theorie von Szent-Gyérgyi’) 
verlangt und nicht tiber Citronensiure. 

Als weitere Stiitzé seiner Theorie fiihrt Krebs*) an, daB auf 
Zusatz von Arsenit zugesetzte Citronensiure aus dem Gewebe 
verschwindet, was er damit erklirt, daB durch das Arsenit die Neu- 
synthese von Citronensiiure aus Oxalessigsiure gestért sei. Er 
beriicksichtigt dabei nicht, daB auch im normalen Gewebe Citronen- 
siure verschwindet, wie ich in Versuchsreihe 4 zeigte. 

Ich finde mit und ohne Arsenzugabe im Gewebe etwa den 
sleichen Schwund an Citronensiure. 


Versuchsreihe 17. 
20 ecm Taubenmuskelsuspension + 40 mg Citronensiiure, neutralisiert in 4 ccm 
Wasser, 2, 30, 60 und 120 Minuten bebriitet, einmal als Kontrolle mit 1 cem 
Wasser, dann mit Zusatz von 1 ccm m/8-neutraler As,O,-Lésung. 


























| 2Min. | 30 Min. | 60 Min. 120 Min. 
Kontrolle. . 36 mg 29 mg 23 mg 21 mg Citronensiiure 
As,O, .. . 36 mg 22 mg 20 mg 17 mg ” 


Gegeniiber den Kontrollen ist ein kleines Plus an verschwun- 
dener Citronensiure festzustellen; die Unterschiede gegen die Kon- 
trollen sind jedoch so gering, da’ irgendwelche Schliisse daraus 
unzulassig sind, 

Die Unwahrscheinlichkeit, daB der Abbau der Triosen iiber 
den angenommenen Citronensiurecyclus liuft, laBt sich weiterhin 
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folgendermaBen zeigen: Malonat hemmt, in GréBenordnung yon 
1 mg als Zugabe zu 4 ccm Muskelsuspension (0,4 g Gewebe 
+ 3,6 Ringerphosphat), die Atmung um etwa 30—70°/,. Zusatz 
von 1—2 mg Fumarat hebt diese Hemmung praktisch auf. Wenn 
die Atmung den Cyclus durchliefe, statt nach der Theorie von 
Szent-Gy6rgyi zwischen der Bernsteinsiure und der Oxalessig- 
siure als Transportsystem des Wasserstofis von den Triosen zum 
Warburg - Keilinsystem zu pendeln, miiBten alle Glieder des 
Cyclus praktisch in dieser Funktion gleichwertig sein und Citronen- 


siure miifte die Hemmung ebenso wie Fumarsiure aufheben. Das 


ist jedoch nicht der Fall; die durch Malonat gehemmte Atmung 


wird durch Citrat nur um einen ganz geringen Betrag repariert, 
der der durch Abbau im Gewebe entstandenen geringen Menge 
Fumarsiure zuzuschreiben sein diirfte, wihrend Fumarsiiure die 
Atmung voll wieder herstellt. 


Versuchsreihe 18. 
Je 4ccm Taubenbrustmuskelsuspension, 0,4 g Gewebe in Ringerphosphat 
+ Zugaben; O,-Verbrauch in cmm. 

















: . , + 1mg Malonat| + 1 mg Malonat 
Zeit | Gewebe allein | +1 mg Malonat +1mgFumarat| +1 me Citrat 
Min. emm emm emm cmm 

30 400 50 450 180 
60 750 150 800 350 
100 1050 250 1150 500 














Weiterhin miBte bei Bestehen des Citronensiurecyclus nicht 
nur aus Oxalessigsiure, sondern auch aus jeder anderen C,-Di- 
carbonsaure, die ja im Gewebe leicht zu Oxalessigsiiure oxydiert 
werden, Citronensiure entstehen. Ich habe deshalb je 80 ccm 
Taubenmuskelsuspension mit verschiedenen Mengen Fumar- und 
Apfelsiure bebriitet. 

Versuchsreihe 19. 
80 ccm ‘T'aubenmuskelsuspension + je 10 cem einer neutralen Lésung. 








+ 200 mg Fumar- 
siure 
0 mg Citronensre. 


+ 200 mg 1-Apfel- 
siure 
0 mg Citronensre. 


+ 500 mg Fumar- 
sdiure 
0 mg Citronensre. 


+ 500 mg 1-Apfel- 
siure 
0 mg Citronensre. 











Ks entsteht keine Citronensiure. 

In einer vor kurzem erschienenen Arbeit berichten Orten 
und Smith’), daB nach intravenéser Verabreichung von C,-Di- 
carbonsiuren im Harn groBe Mengen Citronensdure auftauchen, 


4) J. of Biol. Chem. 117, 151 (1937). 
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woraus sie auf eine Bildung von Citronensiure aus diesen Siuren 
schlieBen. Sie finden jedoch, daB auch Malonsiure und besonders 
Maleinsiure, die beide den Gewebsstoffwechsel durch Blockierung 
yon Enzymoberflachen stark hemmen, sowie Buttersiure, ebenfalls 
hohe Citronensiiureausscheidungen im Harn ergeben. Ob hierbei 
tatsiichlich eine Bildung von Citronensiure im Organismus statt- 
findet, oder ob das Ergebnis so zu deuten ist, da durch das 
Uberangebot von C,-Dicarbonsiiuren, die im Warburg-Versuch 
den Gewebsstoffwechsel der Zuckerverbrennung auBerordentlich 
steigern, ein Hiingenbleiben der Oxydation von aus anderen Quellen 
gebildeter Citronensdure stattfindet, bleibt vorlaufig offen. Die 
Tatsache, daB die kérperfremde Malonsiure ebenfalls zur Citronen- 
siureausscheidung fihrt, laBt die zweite Annahme médglich er- 
scheinen, da ich feststellen konnte, daB die normale Gewebsoxy- 
dation der Citronensiure durch Malonsiiure stark gehemmt wird. 


Zusammenfassung. 


Die Angaben von Knoop und Martius iiber die gegenseitige 
Vertretbarkeit der Citronensiure, Isocitronensiiure und Cisaconit- 
siure, die im Gewebe reversibel ineinander iibergehen, werden 
bestiitigt, ebenso der Abbau zur a-Ketoglutarsiure. 

Citronensdiure, Cisaconitsiure und Isocitronensiure stehen 
analog dem Fumarasegleichgewicht von 75°/, Apfelsiiure und 
25°/, Fumarsiure in einem Gleichgewicht, in dem die Citronen- 
siure mindestens 75°/, ausmacht. Die gegenseitige Uberfiihrbar- 
keit von Cisaconitsiure und Isocitronensaure in Citronensiure ist 
auch im Mausetumorgewebe erhalten, obwohl dieses Tumorgewebe 
Jitronensiiure nicht zum Verschwinden bringen kann. 

Zugesetzte Citronensiure verschwindet sowohl aerob wie 
anaerob aus Gewebe, aerob rascher. 

Es gibt theoretisch 3 Méglichkeiten einer katalytischen Funk- 
tion der Citronensiure als Wasserstoff- bzw. Sauerstofftransport- 
vehikel: a) die reversible Umwandlung Tricarballylsiure—Cisaconit- 
siure, b) die reversible Umwandlung Ketotricarballylsiure—Iso- 
citronensiiure und c) die Citronensiurecyclus-Theorie. 

Der erste Vorgang Dehydrierung der Tricarballylsiiure analog 
der Bernsteinsiuredehydrierung, findet im Gewebe nicht statt, 
da Tricarballylsiiure weder in der Leber noch im Muskel merkbar 
dehydriert wird. Die zweite Méglichkeit ist nicht sicher entschieden, 
da es mir noch nicht gelang, die noch nicht dargestellte Keto- 
tricarballylsiiure chemisch rein krystallisiert zu erhalten. Olige 
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Rohprodukte von Ketotricarballylsiure gaben keine Reduktion zy 
Isocitronensaure. 

Auch die dritte Méglichkeit ist im Gewebe nicht realisiert, 
Entgegen den Arbeiten von Krebs, der annimmt, daB im Gewebe 
aus Oxalessigsiure und einer unbekannten Triose Citronensiure 
gebildet wird, die wieder zu C,-Dicarbonsaéuren oxydiert wird und 
von neuem als Oxalessigsiure Citronensiure bilden sollte, wird 
nachgewiesen, daB im Gewebe keine Citronensiure aus Oxalessig- 
siure gebildet wird, sondern dai beim Neutralisieren konzentrierter 
waBriger Oxalessigsiurelésungen Kondensationsprodukte aus 2 Mole- 
kiilen Oxalessigsiure oder einem Molekil Oxalessigsiure und 
einem Molekiil Brenztraubensiure nach Knoop und Martius ent- 
stehen, die nach Decarboxylation und Oxydation durch das Gewebe 
erst Citronensiure bilden. Das Gewebe ist nur zur Decarboxylation 
eines einmal entstandenen Kondensationsproduktes fihig, nicht 
aber zur Bildung des Kondensationsproduktes. Bebriitet man 
Lésungen der Oxalessigsiure, die kein Kondensationsprodukt mehr 
enthalten, mit Gewebe, so entsteht keine Citronensiure. Krebs 
verwendet bei seinen Versuchen Zusitze von Oxalessigsiure zu 
Gewebe, die dem mehr als 1200fachen der normalen Gewebs- 
konzentration entsprechen, was unphysiologische Verhiltnisse ergibt. 

Die Hauptreaktion von zu Gewebe zugesetzter Oxalessigsiure 
geht zur l-Apfelsiure, die bei Bebriitung auch stindig zunimmt, 
wihrend die angeblich gebildete Citronensiure, die nach der 
Cyclustheorie ebenfalls zunehmen miiSte, nicht zu, sondern durch 
Oxydation sogar abnimmt. 

Es liegen, bis auf die noch zu klirende Frage der Reduktion 
von Ketotricarballylsiure durch Gewebe, keine Anhaltspunkte dafiir 
vor, daf die C,-Tricarbonsiuregruppe der Citronensiure eine iilin- 
liche Aufgabe des Sauerstoff- bzw. Wasserstofftransportes bei der 
Gewebsoxydation hat, wie das C,-Dicarbonsiurensystem. Die von 
Krebs fiir den von ihm vorgeschlagenen Citronensiurecyclus bei- 
gebrachten Beweise kénnen teilweite nicht bestitigt werden, der 
Rest 148t sich auch ohne Cyclustheorie erkliren. 


Herrn Prof. Szent-Gyérgyi danke ich fir seine freundliche 
Unterstiitzung. 


Die Arbeit wurde ausgefihrt aus Mitteln der Josia Macy jr.- 
Foundation. 














